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1 ANTECEDENTES

1.1 AMINAS ESTIMULANTES
No es facil clasificar los estimulantes en funcion de su acciôn farmacoiôgica. La 
bibliografîa présenta en este sentido diversos agrupamientos, segûn se de prioridad a unas 
acciones frente a otras, o mejor aun, segûn que mecanismo de las mismas se realce. Desde 
el punto de vista del dopaje, los estimulantes constituyen el grupo farmacolôgico de 
sustancias que, segûn el Comité Oiïmpico Internacional, "aumentan la atenciôn, reducen la 
fatiga y pueden incrementar la competitividad y la agresividad".
Una de las posibilidades de clasificaciôn, es seguir las pautas establecidas en las 
primeras listas de sustancias dopantes. En ellas, se distribuian en très grupos diferentes, 
interconexionados y solo parcialmente delimitados entre si, que recibieron la denominaciôn 
de: estimulantes psicomotores, aminas simpaticomiméticas y diversos estimulantes del sistema 
nervioso central. Actual mente integran una clase ûnica denominada estimulantes.
Desde el punto de vista quimico, se podrian agrupar por sus funciones representativas 
(aminas, amidas, imidas, cetonas, ésteres, etc.) pero resultaria una clasificaciôn compleja e 
insuficientemente aclaratoria. De todas formas cabe resenar que todos poseen en su estructura 
nitrôgeno, ademâs de carbono e hidrôgeno, aunque también pueden contener azufre 
(amifenazol), oxigeno (anfepramona, cafeina, clorprenalina, cocaina, cropropamidaefedrina, 
estricnina, etafedrina, etamivân, fendimetrazina, fenitilina, fenilpropanolamina, fenmetrazina, 
furfenorex, metilefedrina, metilfenidato, metoxifenamina, morazona,niketamida, pemolina, 
pipradrol, pirovalerona) ocloro (clobenzorex,clorfentermina, clorprenalina, meclofenoxato, 
mefonorex).
El conocimiento del papel de la adrenal ina en la transmis ion sinâptica y el avance en 
los métodos de sintesis han constituido las bases del desarrollo de estos fârmacos, a través 
de la potenciaciôn de sus efectos estimulantes centrales. Se demostrô que sus anâlogos podian 
ver modificadas cualitativa y cuantitativamente sus propiedades farmacolôgicas. Se observé 
que la variaciôn estructural permitia la obtenciôn de compuestos que conservando su acciôn 
central, presentaban atenuadas o anuladas otras acciones no necesarias (hipertensora, 
cardioléptica, broncodilatadora). Con ello se conseguia que la primera fuera prâcticamente 
selectiva. Un anâlisis critico de los compuestos ensayados en principio puso de manifesto 
que el esqueleto estructural mas sencillo del cual es posible obtener derivados activos es el
de la feniletiiamina. Aunque en los estimulantes también aparecen otros grupos funcionales 
quimicos, la mayor parte de los estimulantes psicomotores responden a estructuras quimicas 
derivadas de las fenilaminas, es decir, aminas con un radical fenilo unido al nitrôgeno, bien 
directamente o bien a través de una cadena alquilica. El esqueleto estructural mas sencillo 
a partir del cual es posible obtener derivados activos se da en la Figura 1:
/  \_ C H —CH—
FIGURA 1. Estructura general de las feniletilaminas.
Las fenilisopropilaminas, con très âtomos de carbono en su cadena aminica(Figura 2), 
constituyen un grupo de gran importancia.
FIGURA 2. Estructura isopropilaminica.
La anfetamina (Tabla 1) es la fenilisopropilamina, su molécula posee un âtomo de 
carbono asimétrico que da lugar a isômeros d, 1 y dl (racémico); el esterioisômero d posee 
una potencia vasopresora (simpaticomimética periférica) algo menor que el 1, pero es 10 
veces mâs activo como estimulante del sistema nervioso central. La dextroanfetamina, 
dexanfetamina o d-anfetamina, usada como sulfato, résulta alrededor de dos veces mâs 
potente en este sentido que la dl-anfetamina (forma utilizada en la prâctica clinica y 
domiciliaria) y constituye el estimulante central mâs poderoso del grupo, aunque posee 
acciones cardiovasculares de igual potencia. La metanfetamina (Tabla 1) fue el primer 
compuesto introducido en terapia, pero no présenta ventajas apreciables respecto a la 
anfetamina, aparté de su acciôn mâs prolongada, que persiste durante 8-12 h.
TABLA 1. Estructura de algunos estimulantes
Nombre Fôrmula
molecular Estructura
Quimico
genérico
Quimico abstracto principal
Anfetamina a-Metilbencenoetanamina CçH.jN
NH,
Efedrina a-( 1 -(metilamino)etil)bencenometanol C.oH.jNO
OH
^ 2 ^ —CHCHNHCH, 
CH,
Metanfetamina N,a-dimetiibencenoetanamina C.oH.jN
NHCH3
Se han disenado muchos compuestos farmacéuticos con el fin de reducir el carâcter 
estimulante de la anfetamina y metanfetamina. Sus derivados, son relativamente numerosos 
(anfepramona, benzfetamina, clobenzorex, clorfentermina, dimetanfetamina, etilanfetamina, 
fenetilina, fenproporex, furfenorex, mefenorex), y se forman al sustituir los hidrôgenos 
unidos a los âtomo de nitrôgeno o de carbono (de la cadena lateral o del anillo bencénico), 
por diversos grupos, como por ejemplo, radicales alquilicos, funciones cetona, funciones 
nitrilo, halôgenos, etc.; incluso el grupo amino puede quedar englobado en un anillo 
heterociclico. No obstante, la mayor parte de estos compuestos se metabolizan en anfetamina 
(Tabla 2).
La efedrina (Tabla 1) es una feniletiiamina que tiene dos carbonos asimétricos, lo que 
origina isômeros ôpticos, enantiômeros (formas dextro y levo), pero también diasteroisôme- 
ros, con compuestos en forma eritro (1-efedrina, d-efedrina, dl-efedrina), y en forma treo (1- 
pseudoefedrina, d-pseudoefedrina, dl-pseudoefedrina).
TABLA 2. Ejemplos de sustancias estimulantes de las que anfetamina es uno de los metabolites
Anfetamina (C,H,3N (M = 135.20) C,H3CH2CH(CH3)NHz
Anfetaminil (CnH.gN: (M =250.33) C,H3CH2CH(CH3)NHCH(N)C6H;
Benzfetamina (CnHj.N (M =239.35) C,H;CH2CH(CH3)CH2C6H)
Clobenzorex (C.eH.gClN (M =259.78) C6H;CH2CH(CH3)NHCH2C«H,C1
Dimetanfetamina (C„HnN (M = 163.27) CgH)CH2CH(CH3)N(CH3):
Etilanfetamina (C„HnN (M = 163.25) CACH2CH(CH3)C2H3
Fenetilina (C.gHjaNA (M=341.40) C6H5CH2CH(CH3)NHCH2CH2C7H7N402
Fenpropores (CnH.gNj (M = 188.27) CeH;CH2CH(CH3)NCH2CH2CN
Mefenorex (C^H.gClN (M=211.74) CACH2CH(CH3)NH(CH2)3C1
Metanfetamina (C.oH.jN (M = 149.24) C6H;CH2CH(CH3)NHCH3
Las aminas simpaticomiméticas son sustancias que tienen la propiedad de reproducir 
los efectos fisiolôgicos obtenidos mediante la estimulaciôn de las fibras nerviosas del sistema 
adrenérgico. La mayor parte de las aminas que se consideran estimulantes poseen un 
mecanismo de acciôn mixta, actuando sobre los receptores y sobre las terminaciones nervioso 
adrenérgicas. Su comùn estructura quimica es la responsable de la fuerte acciôn estimulante 
que ejercen sobre el sistema nervioso central, mâs importante en las anfetaminas que en las 
efedrinas. Facilitan el esfuerzo y potencian la actividad motora, a la vez que disminuyen la 
sensaciôn de hambre, sueno, fatiga y malestar. Por su utilizaciôn como sustancias dopantes, 
se debe destacar que esta estimulaciôn aminora o suprime la sensaciôn de fatiga, la 
enmascara, pero no évita la necesidad de reposo del organismo, lo que ocasiona agotamiento 
y una depresiôn posterior.
Esta estructura también es la responsable de las acciones periféricas, tanto de las que 
se ejercen sobre el sistema cardiovascular, que provocan una estimulaciôn cardîaca y una 
vasoconstricciôn periférica con elevaciôn de la presiôn sanguînea, como de las que actùan 
sobre el aparato respiratorio, con estimulos sobre los centros bulbares de la respiraciôn y 
consecuentemente aumento de su amplitud y frecuencia. La importancia de estas acciones es 
mayor en las efedrinas que en las anfetaminas. La actividad farmacoiôgica de estas aminas 
se modifica en funciôn de pequenas variaciones estructurales en la molécula de la 
feniletiiamina. Por ejemplo: una N-metilaciôn en la anfetamina (metanfetamina) aumenta 
ligeramente la acciôn estimulante del sistema nervioso central, mientas que la sustituciôn de
un hidrôgeno del carbono beta por un hidrôxilo (efedrina) disminuye sus efectos centrales, 
a la vez que aumenta la acciôn adrenérgica directa sobre los receptores alfa y beta.
Estas aminas se absorben bien en el tracto digestivo, por lo que son activas por via 
bucal y rectal.También se absorben fâcilmente por las vias subcutânea e intramuscular. Sin 
embargo actual mente sôlo se administran por via oral. Se distribuyen con gran rapidez en los 
tejidos bien irrigados y el fârmaco atraviesa con facilidad la barrera hematoencefâlica.
Los estimulantes experimentan reacciones metabôlicas diversas, con problemas 
especiTicos en cada caso o cada grupo de sustancias similares. La anfetamina se hidroliza 
parcialmente en el higado por enzimas microsomales hepâticas y el 30-50% se élimina en 
orina en forma activa durante las 48 horas siguientes a la administraciôn, siendo la total idad 
de la dos is (90%) excretada en 3 o 4 dias. La orina también contiene p-h idrox ianfetam i na 
conjugada, benzilmetilcetona conjugada, âcido benzoico y trazas de 1-fenil propan-2-ol. En 
el proceso de biotransformaciôn y excreciôn la anfetamina se transforma en fenilpropanona 
y p-hidroxianfetamina, esta ultima se conjuga con el âcido glucurônico. Asi, la mitad de la 
dos is administrada de la anfetamina se excreta en orina y el resto en forma de metabolitos 
(1). El esquema de biotransformaciôn de la anfetamina podria ser, sin considerar pautas 
metabôlicas muy minoritarias el que se muestra en la Figura 3. En cuanto a la metanfetamina 
sufre una N-desmetilaciôn (Figura 3), generando anfetamina (que sigue su propio proceso 
metabôlico. El 70% de la metanfetamina se excreta en 24 horas, tal que en condiciones 
normales el 43% se excreta sin modificar, un 15% como 4-hidroximetanfetamina y entre un 
6-10% como anfetamina.
Aunque existen diversos ôrganos excretores, la excreciôn renal es el proceso mâs 
importante de eliminaciôn de dichas sustancias. En general, los anfetaminicos se eliminan en 
parte inalterados por el rinôn y en parte en forma de metabolitos. Sin embargo, la cuantîa 
de ambos procesos estâ en estrecha relaciôn con el pH urinario, de manera que, cuando la 
orina es âcida, la ionizaciôn de estos compuestos en el filtrado glomerular es prâcticamente 
total, no se produce reabsorciôn en los tùbulos distales en proporciôn significativa y, en 
consecuencia, se excreta una elevada fracciôn de fârmaco en la orina en forma inalterada. 
Por el contrario, cuando la orina es alcalina aumenta la fracciôn de fârmaco no ionizada en 
el filtrado y se produce su reabsorciôn en los tùbulos, tanto mâs importante cuanto mâs 
elevado es el pH urinario; esta fracciôn retorna al plasma y se biotransforma, para eliminarse
en forma de metabolitos mâs polares, menos liposolubles, por lo que disminuye su 
reabsorciôn en los tùbulos renales y consecuentemente se facilita su excreciôn. Sin embargo 
no hay que olvidar que la velocidad de este proceso depende de la concentraciôn en el plasma 
sanguineo y del mecanismo de su excreciôn renal, por tanto al reabsorberse el agua en mayor 
proporciôn que las otras sustancias, estas se concentran en la orina, obteniéndose un nivel 
superior al existente en sangre; este ultimo motivo es uno de los factores por los que la 
analitica de control se realiza en muestras fisiolôgicas de orina y no de sangre.
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FIGURA 3. Principales vfas metabôlicas de anfetamina y metanfetamina.
Beckett y col.(2) observaron que tras la administraciôn de dos is de 10 mg, la orina 
en condiciones âcidas (pH 5.0±0.2) por la administraciôn de cloruro amônico contenia un 
60 % de anfetamina sin modificar tras un periodo de 48 h. Por el contrario, si la orina habia 
sido alcalinizada con la administraciôn de bicarbonate sôdico, sôlo el 5% habia sido
el iminado como tal en el mismo penodo de tiempo. Por lo tanto, la ingestion de diuréticos 
(especialmente los inhibidores de la anhidrasa carbonica como la acetazolamida y algunas 
tiazidas) y bicarbonato producen orinas alcalinas, lo cual I leva a una reabsorciôn tubular de 
anfetamina y produce una acciôn prolongada mas potente de esta droga.
Estas aminas simpaticomiméticas se introdujeron a nivel terapéutico como analépticos, 
estimulantes, anorexigenos, asociados a los antipiréticos en preparados antigripales, asi como 
en los vasoconstrictores nasales etc.. Puede decirse que hoy los anfetaminicos sôlo poseen 
cuatro indicaciones fundamentals, algunas de ellas muy circunscritas:
a) En el tratamiento de los estados de narcolepsia.
b) En algunas neurosis depresivas que cursan sin ansiedad, especialmente en los estados de 
apati'a senil.
c) En el tratamiento de los estados caracterizados por un déficit de atenciôn en los ninos 
(sindrome hipercinético infantil).
d) Como anorexigénicos en el tratamiento de la obesidad exôgena o alimentaria.
Estas drogas, son capaces de provocar reacciones adversas que pueden llegar hasta 
una intoxicaciôn aguda, e incluso provocar la muerte cuando se administran en dosis 
excesivas. Debe senalarse que aunque la dosis tôxica de anfetamina es variable, en general 
puede establecerse que para un adulto 30 mg de droga es peligroso y 20 mg por Kg de peso 
es seguramente mortal. Ademâs dichas drogas son capaces de provocar farmacodependencia, 
sobre todo psiquica, no causando generalmente dependencia fis ica, ni tampoco sindrome de 
abstinencia, lo que permite la supresiôn brusca del tôxico en las curas de deshabituaciôn. No 
obstante en los adictos a su uso inyectado via intravenosa también puede provocar 
dependencia fisica.
En el caso de anfetamina los efectos descritos comienzan alrededor de una hora 
después de la ingestiôn oral, llegan al mâximo de 2 a 4 horas y duran de 6 a 8 horas. La 
vida media de la anfetamina es de 20 horas. En relaciôn a la metanfetamina présenta una vida 
de 9 horas. Un 20 % de la efedrina se excreta como tal en la orina y el resto en forma de 
metabolitos (norefedrina y p-hidroxinorefedrina). Su vida media es de aproximadamente 3.5 
horas.
1.2- METODOS DE DERIVATIZACION DE ANFETAMINAS Y COMPUESTOS 
AFINES
Son varias las metodologias usadas para el anâlisis de estos fârmacos, asi Rasmussen 
y col.(3) en un articulo de revision sobre técnicas analiticas para la detecciôn e identificaciôn 
de anfetaminas y sustancias afines en muestras no biolôgicas, muestran una amplia gama de 
métodos disponibles, desde procedimientos tipo test hasta la utilizaciôn de técnicas analiticas 
altamente sofisticadas, concluyendo que los mâs empleados son la espectrofotometria UV e 
IR y cromatografia plana y gaseosa (CG) como métodos de separaciôn, senalando que la 
cromatografia liquida (CLAR) también tiene mucho que ofrecer por su alto poder de 
separaciôn, selectividad y reproducibilidad. Robert D.Budd (4) realizô un estudio 
comparativo entre CG y los métodos enzimâticos EMIT (Técnicas de inmunoensayo 
enzimâtico) y RI A (Radioinmunoensayo), en él atiende a mostrar las ventajas y desventajas 
de estos très métodos, con el objeto de que se seleccione el mâs apropiado segûn las 
necesidades. A la vista de los resultados que obtuvo concluye que el método mâs ventajoso 
corresponde a CG con el inconveniente de que el numéro de muestras que se analizan es 
menor. Por otra parte Deyl y col.(5j realizaron una revisiôn desde 1978-1984, para un 
amplio grupo de drogas, entre las que se encuentra la anfetamina y metanfetamina, llegando 
a conclusiones similares.
En la Figura 4 podemos ver el numéro de publicaciones sobre determinaciôn de 
anfetamina durante los ùltimos catorce anos, observândose que las técnicas mâs utilizadas 
corresponden a CG, CG-MS, EMIT, RI A y CLAR.
Una tendencia similar manifiesta la metanfetamina, dado que la mayor parte de las 
publicaciones contemplan varias drogas bâsicas como anfetamina, metanfetamina, efedrina, 
pemolina...etc. Para su anâlisis en fluidos biolôgicos, las técnicas analiticas mâs empleadas 
continuan siendo las mismas aunque el porcentaje de publicaciones es bastante menor, 
correspondiendo a CG el mâximo numéro de ellas.
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FIGURA 4. Evoluciôn bibliogrâfica en base a las publicaciones correspondientes a la determinaciôn de 
anfetamina y metanfetamina durante la ultima década en funciôn de la técnica empleada.
Durante los ùltimos anos se han désarroilado nuevos procedimientos CLAR para la 
determinaciôn de anfetaminicos, observândose un aumento en el numéro de publicaciones. 
Se esta intentando alcanzar una sens ib il idad similar a la proporcionada por CG-MS, puesto 
que esta técnica présenta el inconveniente de estar limitada por la necesidad de que los 
compuestos de la muestra sean suficientemente volatiles y en el caso de los compuestos 
polares se requiere un proceso de derivatizaciôn tedioso y complicado previo al anâlisis 
cromatogrâfico.
A pesar de la gran cantidad de publicaciones en que se api ica CLAR al anâlisis de 
anfetamina y compuestos afines, sôlo el 25% de las mismas han sido realizadas en fluidos 
biolôgicos (orina, suero, plasma,etc.), de las que un 92% corresponden a determinaciones 
en orina.
Las anfetaminas en las concentraciones a las que a menudo se encuentran en los 
fluidos biolôgicos presentan una absorciôn ultravioleta y fluoresce ne ia muy baja, no siendo 
posible su determinaciôn directa por estas técnicas. Por lo que la mayor parte de los trabajos 
existentes en la bibliografîa utilizan la derivatizaciôn con el propôsito de disminuir los limites 
de detecciôn de estas drogas.
Son muy pocos los trabajos dedicados a la determinaciôn espectrofotométrica de estas 
sustancias en fluidos biolôgicos. La matriz mâs estudiada ha sido orina. Wallace y col. (6) 
también determinan anfetamina en muestras biolôgicas (sangre, suero, orina o en muestras 
de tejido homogeneizado) oxidândola con sulfato de cerio (IV) y midiendo la absorbancia de 
los productos formados. Los reactivos mâs utilizados son fundamentalmente colorantes, 
dando lugar a la formaciôn de pares iônicos con las aminas que absorben en la regiôn visible. 
Entre los reactivos mâs utilizados destacan Tropaeolin (7,8,17), Negro de eriocromo T, 
Cianuro de eriocromo R, purpura de bromocresol, verde erio B, Zincon (8), Crom azurol 
S (8,11), Tetrabromofenolaftalein etil ester (10,13,15), Rosa bengala (14), rojo de metilo, 
Azul de bromotimol (17) propuestos la mayoria para anâlisis de screening. Efedrina y 
metanfetamina también han sido determinadas en orina utilizando la formaciôn de complejos 
con el ditiocarbamato de cobre (16). En la Tabla 3 se resumen los distintos procedimientos 
utilizados, asi como algunas de sus caracterîsticas analiticas.
Tal como se ha mencionado anteriormente, el numéro de trabajos que han utilizado 
CLAR para la determinaciôn de anfetaminas ha aumentado considerablemente durante los 
ùltimos anos. Al igual que sucede con la espectrofotometria UV-V en la mayoria de los casos 
se ha recurrido a la derivatizaciôn quimica de los analitos pre o post columna. Ademâs, de 
la baja sensibilidad que presentan las anfetaminas, muchas aminas primarias y secundarias 
presentan baja resoluciôn cromatogrâfica, lo que hace que el anâlisis de trazas sea bastante 
dificil (18-19). La derivatizaciôn ha sido aceptada como una técnica de modificaciôn en 
CLAR, mejorando la especificidad, resoluciôn cromatogrâfica y la sensibilidad para trazas 
de analito (20-24).
Kinberger (25) utilizô o-ftaldehido como agente de derivatizaciôn de anfetamina en 
muestras de orina y detecciôn fluorimétrica. De forma anâloga, Leroy y col.(26) emplearon 
este reactivo en presencia de diferentes tioles (2-mecaptoetanol, etanetiol y ter-butilmercapta- 
no), siendo en este caso detectados los productos de reacciôn electroquimicamente debido a 
las propiedades de los productos isoindôlicos sustituidos formados.
La detecciôn quimioluminiscente en CLAR ofrece una alta sensibilidad y selectividad 
para compuestos fluorescentes (27), permitiendo incrementar la primera variable analitica de 
10 a 100 veces respecto a la obtenida con detecciôn fluorimétrica.
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Para la determinaciôn de trazas de anfetamina y compuestos anâiogos, Hayakawa y 
col.(28) realizaron un estudio de comparaciôn entre distintos réactives fluorescentes. 
Utilizaron Bis(2,4,6,-triclorofenil)oxalato y perôxido de hidrôgeno en medlo acetonitrilo 
como agente de derivatizaciôn post-columna quimioluminiscente. Como réactivés precolumna 
compararon dorure de dansilo (Dns-Cl), 4-fluoro-7-nitrobenzoxadiazol (NBD-F) y naftaleno-
2,3-dicarbaldehido (NDA) que reacciona solo con am inas primarias en presencia de cianuro.
El reactive NBD-F reacciona râpidamente con aminas primarias y secundarias, 
constituyendo una ventaja sobre el reactive NBD-Cl (29-30). Los derivados NBD proporcio- 
nan una sensibilidad con detecciôn quimioluminiscente mener a la presentada per detecciôn 
fluorescente. Los derivados NDA pueden ser detectados con una sensibilidad del orden de 
10 veces mayor que la presentada per les derivados dansilados y del orden de 50 veces a la 
obtenida para les derivados NBD-F. El dorure de dansilo fue el mejor reactive para la 
determinaciôn simultanea de aminas primarias y secundarias, requiriéndose ùnicamente la 
extracciôn en dietil eter de les analitos prevlamente a la derivatizaciôn. Los limites de 
detecciôn obtenidos con detecciôn quimioluminiscente utilizando Dns-Cl fueron 3xlO ‘L4x 
10 ‘  ^ moles para todos les analitos ensayados (28). La CG-MS se considéra la técnica mas 
sensible para la determinaciôn de anfetaminas, el limite de detecciôn para los derivados 
heptafluorobuturil de anfetamina y metanfetamina por CG-MS es de 1.5x10 y 1.4x10 
moles, respectivamente. S in embargo el método propuesto por estos autores (29-30) ofrece 
una mejora en la sensibilidad respecto a la CG-MS, del orden de 70 veces superior para los 
derivados CBI y de 3.5 para los dansilados. En este caso la metanfetamina fue determinada 
en muestras de orina en concentraciones de 1.0x10 ^  M. En otro trabajo (31), estos mismos 
autores identificaron los derivados dansilados utilizando la espectrometria de masa y 
determinaron las concentraciones de anfetamina, metanfetamina y piperidina en muestras de 
orina de 6 individuos, detectando concentraciones en el intervalo 3 .5 x 10‘L 3 .3 x 10‘  ^ M, 
1.3xlO'L 3.6x10 * M y 7.3xlO'L2.4xlO'^M, respectivamente. El limite de detecciôn obtenido 
para la metanfetamina fue de 2xlO ‘°M (Tabla 4). Posteriormente (32), utilizando este mismo 
reactivo y también con detecciôn quimioluminiscente, han detectado metanfetamina en 
muestras de orina en niveles de 0.2 nM, indicando que la sensibilidad obtenida en este caso 
es mejor que la obtenida en CG con detecciôn FID.
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Nakashima y col.(33) determinaron metanfetamina en muestras de suero utilizando 
N-(4-aminobutil)-N-etilisoluminol (ABEI) como reactivo precolumna quimioluminiscente, las 
condiciones ôptimas de reacciôn son temperatura de 80 °C y calefacciôn durante 30-60 
minutos. Este método permite detectar cantidades de metanfetamina en suero del orden de 
20 fmol cuando se emplean 100 /xL de muestra. Utilizando este procedimiento, se determine 
la concentraciôn de metanfetamina en una muestra (de concentraciôn 3.6 ^g/mL previamente 
determinada por CG.), obteniéndose un valor de 5.05±0.07 pig/mL. La sensibilidad obtenida 
fue comparable con la obtenida por CG-MS (34) y por CLAR (28) con detecciôn
fluorimétrica, pero fue ligeramente inferior a la obtenida por CLAR con detecciôn
quimioluminiscente con peroxioxalato. Recientemente, estos mismos autores (35) han
determinado anfetamina y metanfetamina en muestras de orina. Los limites de detecciôn se
muestran en la Tabla 4, siendo mayor el obtenido para la anfetamina.
Reactivos taies como naftaleno-2,3-dialdehido (NDA) y antraceno-2,3-dialdehido 
(ADA) han s ido utilizados como derivatizantes precolumna para la determinaciôn de aminas 
primarias usando detecciôn quimioluminiscente con peroxioxalato en cromatografia liquida 
en fase normal y reversa (36). El proceso de derivatizaciôn se realizô a temperatura ambiente 
durante 20 minutos, siendo los derivados NDA estables y los ADA inestables probablemente 
debido, apuntan los autores, a la oxidaciôn de uno de los anillos aromâticos. Una desventaja 
de este procedimiento fue la formaciôn de productos, que presentaban interferencia en la 
separaciôn cromatogrâfica en fase reversa. Por lo que la determinaciôn por CLAR en fase 
reversa de estas drogas a nivel de trazas no puede realizarse con estos reactivos.
Koning y col.(37), han propuesto un sistema automâtico de derivatizaciôn de 
aminoâcidos, pequenos péptidos, drogas con grupos amina primarios (anfetamina en muestras 
de orina o plasma) utilizando naftalenodialdehido (NDA) como reactivo fluorigénico y 
cromatografia en fase reversa. La combinaciôn NDA-cianuro no produce interferencia 
utilizando detector fluorescente, de modo que el método no requiere una etapa de eliminaciôn 
del exceso de reactivo tras la derivatizaciôn. Otro tipo de reactivo fluorescente empleado ha 
s ido el 4-(N,N-dimetilamino-sulfonil)-7-fluoro-2,l,3-benzoxadiazole (DBD-F) utilizando 
perôxido de hidrôgeno y bis(4-nitro-2-(3,6,9-trioxadeciloxi-carbonil) fenil) oxalato en medio 
acetonitrilo como reactivo postcolumna para la detecciôn quimioluminiscente. Los limites de
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detecciôn obtenidos fueron de 27 y 100 fmoles para metanfetamina y anfetamina, 
respectivamente (38).
Los reactivos con base depoliestireno-divinilbenceno, o-nitrobenzofenona conteniendo 
marcas de o-acetilsalicil o fluorenil han s ido propuestos para la determinaciôn de aminas 
primarias y secundarias, mediante sistemas operando o no en Hnea en CLAR y detecciôn 
fluorescente (39). Estos reactivos poliméricos presentan buena estabilidad térmica y acuosa, 
alto porcentaje de derivatizaciôn, bajos limites de detecciôn para aminas (estando en el orden 
de concentraciones de ppb), y pocas interferencias por parte de los reactivos. El método ha 
s ido aplicado a muestras de orina, realizando ùnicamente la filtraciôn de la muestra 
previamente a la inyecciôn en el sistema cromatogràfico de derivatizaciôn en Hnea.
Maeder y col.(40) han propuesto también un sistema de derivatizaciôn precolumna 
en Hnea utilizando 9-fluorenilmetil coloroformato (FMOC-Cl) como reactivo para la 
derivatizaciôn de aminas, pudiéndose determinar concentraciones de anfetamina del orden de 
2x10 * mol/L (Tabla 4) usando este sistema en Hnea y con preconcentraciôn. La sensibilidad 
de la técnica es alrededor de 50 veces mayor que la obtenida funcionando el sistema fuera 
de Hnea. Este método ha s ido aplicado a disoluciones patrôn.
La inmovilizaciôn del reactivo 9-fluoreneacetil (FA) sobre un soporte, ha sido 
utilizado por Zhou y col.(41), para la determinaciôn directa de anfetamina en muestras de 
plasma. Los derivados de 9-fluoreneacetil-anfetamina fueron separados por CLAR en fase 
reversa usando gradiente y detecciôn fluorescente. El empleo de este reactivo en fase sôlida 
en presencia de un tensioactivo en la fase môvil es un procedimiento simple y sensible para 
la derivatizaciôn en Hnea inyectando directamente el fluido biolôgico en el sistema. En este 
mismo sentido, Szulc y Krull (42) han utilizado sistemas en Hnea con reactivos de o- 
nitrobenzofenona unidos a soportes poliméricos, aplicados a la determinaciôn de anfetamina 
y metanfetamina en muestras de orina. Fisher y col.(43), también han determ inado 
anfetamina en muestras de orina, basandose en el trabajo de Bourque y Krull (44), que 
impi ica la inyecciôn directa de las muestras de orina, con derivatizaciôn en Hnea, utilizando 
4-(l-(3,5-dinitrobenzoiloxi)benzotriazol-6-il)) como reactivo. Los resultados obtenidos han 
sido comparables a los obtenidos en CG-MS.
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En los ultimes anos se ha observado un avance en la resolucion de enantiômeros 
utilizando técnicas de cromatografia, especial mente la cromatografia gaseosa (45).
Es importante la separaciôn enantiomérica dado que por ejemplo en el caso de la 
metanfetamina, mientras que la forma D-metanfetamina es una droga de comùn abuso, la 
forma 1-metanfetamina es usada en preparados farmacéuticos como sprays nasales. S in 
embargo, los métodos tradicionales para la determinaciôn de enantiômeros, taies como la 
resoluciôn quimica o la polarimetria, no son adecuados dado que los analitos en estudio se 
encuentran en los fluidos biolôgicos en cantidades muy pequenas.
Los métodos para la resoluciôn cromatogrâfica de enantiômeros pueden agruparse en 
très categorias. La primera de ellas impi ica la conversiôn de los enantiômeros a diasterioisô- 
meros mediante la utilizaciôn de un agente de derivatizaciôn quiral. El segundo grupo 
engloba la separaciôn de los enantiômeros en funciôn de su interacciôn con una fase 
estacionaria quiral. Y por ultimo el tercer grupo, el menos empleado, usa una fase 
estacionaria quiral y una fase môvil que contiene un eluyente quiral.
En este sentido, se han désarroilado sistemas de derivatizaciôn en linea utilizando el 
reactivo polimérico quiral 9-fluorenilmetil cloroformato-L-proline (FMOC-L-proline) en 
CLAR con detecciôn fluorimétrica. El limite de detecciôn para Dl-anfetamina ha sido de 50 
ng/mL (46). Recientemente (47), utilizando este mismo sistema han realizado la determina­
ciôn de anfetaminas en muestras de plasma, obteniendo un rango de linealidad entre 0.15 y 
10 /xg/mL.
Miller y col.(48) separaron enantiômeros de anfetamina utilizando cuatro reactivos 
quirales diferentes:(R)-(4-)-l-pheniletil isocianato (PEIC), (-) a-metoxi-a-trifluorometil) 
fenilacetil cloruro (MTPA.Cl), 2,3,4,6-tetra-0-acetil-j8-D-gluropiranosil isotiocinato (GITC) 
y 2,3,4-tri-O-acetil-a-D-arabinopiranosil isotiocianato (AITC). Un tiempo de 60 minutos fue 
suficiente para completar la reacciôn con todos los sustratos, variando la temperatura entre 
25 y 70 °C. Los derivados fueron separados por CLAR operando en fase reversa utilizando 
como fase môvil metanol y agua. En general la separaciôn de los diasterioisômeros 
correspondientes a los productos de reacciôn de GITC o AITC y MTPA.Cl con aminas fue 
mas compléta que los productos de reacciôn de PEIC.
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Noggle y col. (49) han propuesto fenil isotiocianato como agente derivatizante 
precolumna para la determinaciôn de anfetamina y metanfetamina. Los productos de tiourea 
formados presentan buenas propiedades para la separaciôn cromatogrâfica utilizando CLAR 
en fase reversa y alta absortividad molar. Mediante este procedimiento, se pueden separar 
enantiômeros para aminas que contienen un centro quiral. La separaciôn de los productos 
diasterioisoméricos obtenidos de la derivatizaciôn quiral pueden ser separados utilizando una 
columna aquiral C l8 como fase estacionaria.
Los enantiômeros de efedrina, pseudoefedrina, anfetamina y metanfetamina han sido 
separados utilizando isotiocianato 2,3,4,6-tetra-o-acetil-j8-glucopiranosil isotiocianato como 
agente de derivatizaciôn quiral. La separaciôn de los enantiômeros de anfetamina no es total 
con este reactivo (49-50), ocurriendo lo mismo si se usa 4-nitrofenylsulfonil-l-propil-cloride 
(NPSP) (51).
Los enantiômeros de aminas primarias, secundarias y terciarias se han resuelto como 
carbamatos derivados formados al reaccionar con /3-naftil cloroformato sobre una fase 
estacionaria quiral de (R)-N-(3,5-dinitrobenzoil) fenilglicina que esta unida covalentemente 
a una fase de silica y empleando una fase môvil de isopropanol en hexano (52).
Los diasterioisômeros de los productos de reacciôn de d-anfetamina, 1-anfetamina, 
utilizando N-(trifluoroacetil)-l-propil-(N-TFA-l-propil-) han sido separados por CLAR 
empleando una columna quiral de N-3,5-(dinitrobenzolil)fenilglicina (53). El uso de una 
columna quiral y un reactivo de derivatizaciôn quiral ha permitido obtener una mejor 
resoluciôn de las formas d- y 1-anfetamina en comparaciôn con los datos existentes en la 
literatura.
Otros reactivos de derivatizaciôn quiral taies como S-a-metoxibencil isocianato (54), 
N-Naftaleno-2-sulfonil) propil isocianato y N-Naftaleno-2-sulfonil) propil azida (55) también 
han sido propuestos para la separaciôn de enantiômeros de anfetamina, utilizando en ambos 
casos fases estacionarias de gel de silica y petroleo refmado: 2-propanol como fase môvil.
Nagai y Kamiyama (56), también han ensayado la separaciôn de isômeros ôpticos de 
anfetamina y metanfetamina en muestras de orina de ratas, utilizando columnas quirales con 
base de celulosa. Los isômeros de metanfetamina existentes en las muestras de orina fueron 
analizados mediante la combinaciôn de las columnas Chiralcel OB y OJ, ofreciendo alta
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resoluciôn de picos, buena relac ion quiral d/l y tiempos de retenciôn relativamente cortos. 
Las mezclas de anfetamina y metanfetamina pueden resolverse simultaneamente, obteniéndose 
un tiempo de anâlisis menor de 25 minutos, y el limite de detecciôn fue de 25 ng por cada 
20 ( j l \  de orina (1.7 ^g/mL).
El desplazamiento del grupo sulfonato en un anillo aromâtico puede también utilizarse 
para la determinaciôn de bajas concentraciones de aminas, tal es el caso del reactivo jS- 
naftoquinona sulfonato sôdico (NQS). Los grupos amino reaccionan con el reactivo NQS en 
medio alcalino formando compuestos coloreados. Este reactivo fue empleando por primera 
vez por Endo y col.(57) en el ano 1980 para la determinaciôn de anfetamina y metanfetamina 
en muestras de orina utilizando CLAR en fase normal. Farrell y col.(58), compararon este 
reactivo con otros taies como o-ftaldehido (OPA), 4-cloro-7-nitrobeceno-2,1,3-oxadiazole 
(NBD-Cl) y dos reactivos formadores de pares iônicos naftaleno-2-sulfonato (NS) y 
dodecilsulfato sôdico (SDDS). Se determinô la concentraciôn de anfetamina en una muestra 
real de un individuo que habia ingerido una dosis de 55 mg. La orina fue obtenida 8 horas 
después de la ingestiôn, siendo la concentraciôn de 8.5 f ig/mL (pH de la orina normal). Si 
se ingieren de 10-15 mg de sulfato de anfetamina, la concentraciôn en orina es de 40-50 
ng/mL después de 1-2 horas, disminuyendo la concentraciôn a alrededor de 2 ng/mL tras 8- 
10 horas. Segùn senalan los autores, la sensibilidad requerida para estas determinaciones. en 
muestras de orina o plasma solamente se pudo alcanzar mediante la utilizaciôn del reactivo 
NQS. El método no es val ido para la determinaciôn de los metabolitos hidroxilados, no 
obstante este tipo de sustancias son minoritarias en el porcentaje correspondiente a las formas 
excretadas y no discrimina las formas isoméricas.
En el siguiente apartado se realiza una revisiôn mas exhaustiva de esta reacciôn que 
constituye el centro de la présente memoria.
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TABLA 3. Propiedades aiialîlicas de los diferentes métodos propuestos para el anâlisis de anfetamina y metanfetamina por espectrofbtometrfa UV-V.
( * )  hxtraccion posieriormenle a la derivatizaciôn
Muestra 1 Jmpteza de 
muestra
Derivatizaciôn Detector lim ite  de 
detecciôn
Nuta Kef
Anfetamina Orina, sangre, 
suero 0 tejido
n hexano Oxidaciôn con sulfato de Ce (IV ) UV. 287 nm 0.5 Mg/tnU tomando 10 m l. de orina 6
Metanfetamina Orina n i c i , - Tropaeolin U V -V 3 f,g/m l. Screening Formaciôn de un producto de color rojo o violeta rojizo 
cuando se anade M eO lI en medio âcido suifttrico
7
Metanfetamina Orina Negro de eriocromo T.Eriocromo de 
cianuro R, Purpura de Bromocresol 
Verde de Erio B, Zincon, Tropaeolin 0 . 0
U V -V Screening 8
Metanfetamina
Anfetamina
Orina c n n ; Azul de Chrom S ITV-V Screening I ji presencia de color rojo violeta en la fase oiganica 
indican la exisiencia de mâs de 1 Mg de metanfetamina
9
Anfetamina
Metanfetamina
Orina Tetrabromofcnoinaftaleno ctil ester U V -V Screening 10
Metanfetamina Orina n i , n ;
1,2-diclorometano
c n n ,
Verde de bromoc resol. Cromo Azurol S. 
Negro de eriocromo T . Naranja de metilo 
Zincon
U V -V Screenig I I
Metanfetamina Sangre Celite 545 con 
posterior 
extracciôn del 
analito en n 
hexano
U V -V  
230 nm
I.a determinaciôn se ha realizado espectrofotométricamentc y por C (i- 
MS
12
Metanfetamina
tifedrina
Metilefedrina
Orina 1,2-dicloroetano Tetrabronmofenoinaftaleno etil ester U V -V  
570 nm(Met) 
555nm(Efe) 
550nm(Mefe)
Screening. 13
Metanfetamina Orina Diclorometano* Soluciôn de Rosa Bengala en tampôn 
BriUon Robinson (p li =  7 3). en presencia 
de 0.05% de azul de bromofenol
U V -V I j i  coloraciôn roja o naranja amarillento indica la existcncia de 
metanfeuunina en concentraciones 5 o 0.6 Mg/irtl-
14
Metanfetamina Orina 1.2 dicloroetano Tcuabromofenoinafuleno etil ester U V -V 0 16 Hg/ml. (TBPE-H) reacciona en medio C H ,C l, para la formaciôn de pares 
iônicos
15
Metanfetamina
Hfcdrina
Orina Complejaciôn con Cu-ditiocarbamato U V -V 20 ^g
(Colorimetri
camente)
4 Mg (f'I-U )
16
Anfetamina Orina c n n ; Complejos coloreados con Tropaeolin, 
Azul de bromotimol.Rojo de metilo. 
Negro de eriocromo T
UV -V  
530.590.530. 
530 nm
Intervalo de linealidad entre 
2 Mg- 100 Mg de anfetamina en la muestra
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TABLA 4. Propiedades aiialiticas de los diferentes métodos propuestos para el anâlisis de anfetamina y metanfetamina por CLAR.
DroKa Muestra Umpieza
muestra
Derivatizaciôn Fase
estacionaria
Fase môvil Detector lim ite  de detecciôn Nota Réf.
Anfelamma (Anf)
Anfetamina.
Metanfetamina
(Met)
Anfetamina, 
Metanfetamina y 
piperidina
Anfetamina.
Metanfetamina
Metanfetamina
Anfetamina
Fcnilalquilaminas
(Anfetamina.
Metanfetamina
etc...)
Metanfetamina
Orina Liquido liquide
(iVL)
1) Kt,0
2) H('l
Orina IVL
Et,0 . alk pli
Orina y 
plasma
o-ftaldialdchido (OFA)
diferentes reactivos. 
cloruro de dansilo (Dns-Cl),
4 liuoro 7 nitrobenzoxadiazole, 
na fta le no - 2 ,3 -d ic arba Ideh ido
RI' IR d O ^ m ) M e O lM IjO  
(75:25)
Inertsil ODS-2 1.0x10 * M imidazol 
en acetonitrilo agua
I luorcscencia 
450/350nm
Fluorescencia 
Quimioluminiscencia tras 
reacciôn con oxalato 
Bis(2.4.6 thclorofenil) y 
peroxido de hidrôgeno en 
acetonitrilo.
Orina IVL EtjO, alk pH Cloruro de dansilo
Fase sôlida: 
X A D  2
Matrices Fase sôlida: 
biologicas Adsorbex 
(Orina y SCX(IOOm g) 
exlractos intercambio 
de catiônico
plantas)
Orina ..............
Inertsil ODS-2 Acetonitrilo agua(7:3). Quimioluminiscencia tras 
Im M  imidazol pH 7 reacciôn con oxalato
bis(2.4.6 mchlrophenyl) y 
perôxido de hidrôgeno
Orina IVL  
Fl,0
Suero Precipitaciôn con 
acetona
ABEI N (4 amino bulil) N-ethyl RP C „  
isoluminol mâs N .N ’- 
disuccinimidil carbonate en 
presencia de metanol y 
trimetilamina
ABEI N (4 aminobutil) N 
etilsoluminol mâs N .N ’- 
disucinimidil carbonato en 
presencia de metanol y 
trimetilamina. Calentando 80° 
30"
OPA. NB D-Cl, NQS. NS. 
SDDS
Shimpack
('L C -C ,.
Partisil 5,
I i( hrospher 
Si 100. 
Partisil ODS 
2 .
3>un
Spherisorb 
ODS I
Asahipak GS- 
320M
MeOH agua (54:64) 
conteniendo 30mM  
N a-octanosulfonato
M eO lI agua (54:64) 
conteniendo 30mM  
Na octanosulfonato
Varias
Acetonitrilo: agua 
(72.928 v/v), 5mL 
âcido ortofosfôrico 
(85% ). 0.28 m l, hexil 
amina por 1000 m L
0 02M N al ICO, 
0.02M  Na,CO,(8:2) 
40°C
1.0 mlVmin
Fila de diodes U V  198 y 
205 nm
UV 207 nm
Limite de detecciôn 
0.2/ig/m l.
Para los Dns 
derivados 3x10 
4x10 “ mol
2 x 1 0 '“M  (M A ) en 
Orina
Quimioluminiscencia tras 
reacciôn con K ferrieianuro, 
NaOH, H ,0 ,  y (3- 
ciclodexu-iiu
Quimioluminiscencia tras 
reacciôn con K ferrie ianuro, 
N aO ll. 11,0, y (i-  
ciclodextrina
U V / Fluorescencia
Limite de detecciôn 20 
fmol(Met) y 100 
ImoKAnO lO ’M  en 
muestras de orina para 
(Anf)
Limite de detecciôn 20 
fmol (tomando 100 ftL 
de suero)
Orina 4 ng/ml. 
Plasma 20 ng/ml.
Intervalo de linearidad 0 .2 5 -3 / ig /m L  25
Muestras de orina anadida
Dns ( I fue el mâs adecuado. Recuperaciôn 28 
con derivatizaciôn Dns 9 9 .3±0 .7%  para 
(Metanfetamina)
Muestras de orina anadida
Sensibilidad mayor que con el test del 31
reactivo de Simon's y CG.
Orina de individuos sospechosos 
Met; 1 3x10 ’ to 3 6x l()*M ;
Anf: 3 .5x10 ’ to 3 .3x lO ‘M
Intervalo lineal has ta 5 pmol (Met) y 10 35
pmol(Zknf) Muestras de orina anadida.
Intervalo de linearidad 0.05-5 pmol 76
Sensibilidad comparable con CG-MS y con 
Fluorescencia HPLC Recuperaciôn para Met 
99%. Suero de individuo adicto. Met: 3.8 
Mg/tnl
Muestra de orina de adicto, Anf: 8.5 fig/m l. 77 
derivatizaciôn con SDDS l,os mejores 
resultados fueron obtenidos con NQS.
Separaciôn isocrâlica.
Intervalo de linearidad 1-10 >ig/ml. 82
U riiK u M ueslm Umpieza 
inueslra
Derivatizaciôn Fase
estacionaria
Fase niôvU Detector lim ite  de detecciôn Nota Rcf.
Dl Anfetamina 
Anfetamina
Anfetamina
Anfetamina,
Metanfetamina
Anfetamina
Anfetamina
Anfetamina,
Metanfetamina
Orina
Orina
Filtraciôn a 
p li = 10
Filtraciôn a 
pH = 10 
Plasma Diluciôn
Reactivos poliméricos 
conteniendo un ester activado 
unido al gntpo 9-fluororenil 
(F M O f’ -CI).
FAIOC’ -L prolina
9 fluorenoacetil tagged (FA)
Orina ( ’oncentraciôn en
humana y precolumnas.
de Vélvulas de
caballos conmutaciôn
Orina ( on vélvulas de
conmutaciôn 
y dus precolumnas
l’airones Naftaicno - 2 ,3 -dialdehido, 
Antraccno 2.3 dialdehido.
Plasma Diluida como Naftaicnodialdehido 
mue ho 200- veces
Patrones 9 -fluorenil metil cloroformato
(FTM<X'-ri)
LichroSpher 
(’,„ 5jim
Supelcosil LC 
A flZ , 5 fun
Spherisorb 
ODS-2, 5tan
C , y silice
Lichrosorb 
RP 18 5 ^
ODS 2
50/50. 80/20, 
acctonitrilo/agua
irv  254 nm
Fluorescencia (265/320nm)
0 1 /ig/m L
50 ng/ml.(40-48% ) acetonitrilo irv, Fluorescencia 
agua
Gradiente desde I mM Fluorescencia (254/313 nm) 0.2 //g/m L en plasma
SDS en ACN agua
(10:90 v/v) a I mM
SDS en ACN agua
(55:45 v/v) para la
separaciôn analitica
G OOIM acido UV 210 nm 20 ng/mL
perclôrico-0. IM  
perclorato sôdico en 
agua/MeOH
Tampôn p H = 6 .5  y UV 210 y 235 nm 0.2 ÿig/ml.
acetonitrilo
Acetonitrilo 
agua(70:30) 
conteniendo 2 5mM  
imidazol
Gradiente
Fluorescencia, 
Quimioluminiscencia con 
peroxioxalato
Fluorescencia
Chromospher A- TU F  tampôn
> I()*M
50 fmol de Anf. (50 
f iL  inyectados)
C „ , 5f*m
Nucleosil C „  
(N M ) 5><m
fosfato de 
potasio(pH = 6 .8  
0.05M ) (5:95)
B acetonitrilo MeOI I - 
tampôn fosfato de 
potasio
(p li = 6 .8  0 05M ) 
(55:10:35) 
acetonitrilo agua 
(58:42, v/v)
U V , 265 nm
% de derivatizaciôn son 90%-70% para 
aminas l*™‘ y 2""' Muestras de orina 
anadida.
Muestras de orina anadida
39
46
Derivatizaciôn en linea en ACN agua (10:90 41 
v/v).
Intervalo de linealidad 2-40 ^g/m l. con I 
mM SDS a 75“C durante 8 min Muestras de 
plasma anadida.
Microboro H PLC gradiente. Limite de 83
determinaciôn 0 I ^g/m l. Muestras de orina 
aAadida.
Intervalo de linealidad 0.3-10 m g/L 84
Muestras de orina de individuos adictos Met:
8.2 mg/L; /Vnf: 1.8 mg/L.
I^ s  derivados fueron extraidos con 36
tolueno:hexano (1:1) y diluidos con 
diclorometano
Derivatizaciôn precolumna automati/ada l,a 37 
reacciôn es llevada a cabo en medio acuoso a 
pH 9.3 en 15 min. Intervalo de linearidad 
10 fm ol-100 pmol inyecudos
Preconcentraciôn y derivatizaciôn en linea 
Intervalo de linearidad 2x10* - Ix lO  ' M
40
1.3. - REACCION DE AMINAS CON 1,2-NAFTOQUINONA 4-SULFONATO
En 1922 Folin (59) describiô un método para la determinaciôn de aminoâcidos 
mediante la combinaciôn de los grupos amino con 1,2-naftoquinona 4-sulfonato (NQS) en 
medio alcalino, formando compuestos coloreados que podîan determinarse colorimétricamen- 
te. En el libro de Fiegl (60), también se habla de la identificaciôn de compuestos que 
contienen âtomos de hidrôgeno removibles ligados a un âtomo de carbono o de nitrôgeno 
mediante la reacciôn con NQS en medio neutro o ligeramente alcalino, formando productos 
de condensaciôn para-quinoides de coloraciôn intensa. La prueba descrita segùn senala el 
autor sôlo puede ser aplicada con fines orientativos, ya que la reactividad de los grupos -CHj 
y -NH2 esta influenciada por el resto de grupos de la molécula. Otros autores, taies como 
Howell y col.(61), y Pratt (62) también han utilizado el reactivo NQS para la determinaciôn 
de aminoâcidos y âcido hidrazida isonicotinico, respectivamente.
El trabajo de Rosenblatt y col.(63) es una de las primeras publicaciones en cuanto a 
la determinaciôn de aminas primarias usando NQS como reactivo de derivatizaciôn. Mientras 
que algunos autores proponen la utilizaciôn de agentes reductores taies como tiosulfato sôdico 
(64-65) o acetona (66) para eliminar la coloraciôn del exceso de reactivo, estos autores 
proponen el empleo de un disolvente orgânico, preferiblemente cloroformo, para extraer el 
producto de reacciôn formado, aumentando ademâs la sensibilidad del método.
Gürkan (67) utilizô este reactivo en la investigaciôn de aminas simpatomiméticas 
(anfetamina, ciclopentamina, triaminoheptano y metilhexaneamina). Condensô los productos 
de reacciôn NQS-amina encontrando que aquellas que contenîan grupos -OH en posiciôn a  
(efedrina, mefetermina, fenilpropanolamina, foledrina y oxidrina) no daban reacciôn 
cuantitativa con NQS. Este trabajo propone un procedimiento espectrofotométrico basado en 
la medida de la absorbancia de los productos de condensaciôn para-quinoideos extraidos en 
cloroformo y un procedimiento fluorimétrico basado en la medida de la senal analitica 
proporcionada por productos de condensaciôn reducidos con borohidruro sôdico. Ambos 
procedimientos han sido aplicados a muestras sintéticas (67), asi como a la determinaciôn de 
anfetamina en preparados farmacéuticos (68).
En 1978 Hashimoto y col.(69) describieron la reacciôn entre derivados de /?- 
feniletilamina y el reactivo 1,2-naftoquinona 4-sulfonato. Estos autores elucidaron el
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mecanismo de reacciôn examinando las estructuras de los productos de reacciôn recristaliza- 
dos. Los resultados obtenidos mediante el anâlisis elemental sugirieron que los productos de
reacciôn formados tenian una estructura general como la que se muestra en la Figura 5.
O o
N H R ,R ,+
J L , o
-  rx°
SOjNa VNRiRj
FIGURA 5. Estructura del reactivo NQS y del producto de reacciôn amina-NQS.
El anâlisis instrumental (IR, NRM y MS) corroborô la fôrmula propuesta. Estos 
autores establecieron como condiciones ôptimas de reacciôn calefacciôn a 70 °C durante 30 
minutos para la mezcla de volûmenes iguales de amina, medio bicarbonato (8%) y reactivo 
(0.5%), y extracciôn del producto de reacciôn con cloroformo. La cantidad de reactivo en 
exceso necesaria para completar la reacciôn fue de alrededor de 6 veces para las aminas 
primarias y de 8 veces para las secundarias. Senalando que, la reacciôn de los derivados 
fenetilaminicos con un grupo -OH no llegaba a completarse bajo las condiciones estudiadas. 
Los resultados obtenidos por cromatografia plana para los productos de reacciôn, sugirieron 
que el método es vâlido para la detecciôn de estas drogas principalmente para anâlisis de 
screening.
Posteriormente, Endo y col.(57) aplicaron esta reacciôn coloreada a la microdetermi- 
naciôn de drogas estimulantes en muestras de orina (anfetamina y metanfetamina) mediante 
cromatografia liquida de alta resoluciôn CLAR en fase normal. Las senales analiticas fueron 
medidas a 450 y 464 nm, respectivamente.
En 1983, Farrell y col.(58) realizaron un estudio de la determinaciôn de anfetaminas 
en muestras de plasma y orina por CLAR utilizando distintos reactivos de derivatizaciôn 
precolumna, entre ellos NQS. De todos los reactivos ensayados el método de derivatizaciôn 
con NQS fue el mâs selectivo y el ùnico suficientemente sensible para la determinaciôn de 
estas drogas en muestras de orina y plasma en cantidades del orden de ng/mL, tal como se
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ha mencionado en el apartado anterior. Obtuvieron calibrados iineaies para NQS-metanfeta- 
mina y NQS-anfetamina en agua, orina y plasma entre 0.5-5 uglmL  y limites de detecciôn 
de alrededor de 2 ng que confirmaban los resultados obtenidos por Endo y col.(50), siendo 
este el metodo de CLAR recomendado por The Pharmaceutical Society of Great Britain (70). 
Recientemente, Nakahara y col.(71) han descrito la aplicaciôn de este reactivo como agente 
de derivatizaciôn de aminas empleando CLAR en fase reversa y detecciôn electroquimica. 
En este caso, el disolvente de extracciôn propuesto fue n-hexano:acetato de etilo (1:1 v/v) 
en lugar de cloroformo. Este procedimiento ha sido aplicado a la determinaciôn de aminas 
en muestras de orina (72) y de saliva (73).
Lindsay y col.(74) estan de acuerdo con los fundamentos metodolôgicos de la reacciôn 
(Figura 5). Sin embargo, han encontrado algunos ejemplos en los que el procedimiento de 
derivatizaciôn no funciona correctamente. Segùn estos autores, los efectos estéricos pueden 
ser una causa importante en el retraso de la derivatizaciôn, sin embargo apuntan que el 
mayor problema reside en la extracciôn de los derivados hidrofilicos.
Como ha podido observarse en la bibliografia, el NQS ha sido usado como agente de 
derivatizaciôn precolumna de anfetaminas y compuestos afines en muestras biolôgicas para 
la determinaciôn cromatogrâfica utilizando detecciôn UV-V, electroquîmica y fluorimétrica, 
no estando descrita su apiicabilidad a procedimientos estaticos. Del estudio de la bibliografia 
se dériva que aunque todos los autores indican que la reacciôn transcurre en medio bâsico, 
manteniendo la muestra durante un periodo de tiempo determinado a temperatura ambiente 
o superior, no existe unanimidad al respecto, tal es el desacuerdo en cuanto a las condiciones 
de reacciôn que incluso los mismos autores, en trabajos diferentes, proponen distintas 
condiciones (Tabla 5A, 5B). En la Tabla 5A se muestran los diferentes métodos espectrofoto- 
métricos descritos en la bibliografia. Como se puede observar, de todos los procedimientos 
propuestos no hay ninguno aplicado a muestras biolôgicas, y sôlo uno a preparados 
farmacéuticos (68). Aunque no todos los autores indican la existencia de interferencia 
introducida por el blanco reactivo, en la mayoria de los trabajos si se ha contemplado dicha 
posibilidad. Los primeros trabajos se realizaron en disoluciôn acuosa, en uno de ellos para 
la eliminaciôn de interferencias se adiciona tiosulfato sôdico en medio âcido acético (62). Los 
articulos mâs recientes utilizan la extracciôn de los productos de reacciôn con un disolvente 
orgânico, siendo el mâs empleado el cloroformo, la mezcla n-hexano:acetato de etilo (1:1)
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también ha sido ensayada (72-73). La aplicaciôn de esta reacciôn para la determinaciôn de 
anfetamina en muestras biolôgicas emplea CLAR como técnica de separaciôn de los 
productos de reacciôn y posterior detecciôn UV-V o electroquîmica. En estos trabajos aunque 
todos emplean medio bicarbonato, las temperaturas y tiempos de reacciôn son diferentes 
como se observa en la Tabla 5B.
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TABLA 5. Propiedades analiticas de los diferentes procedimientos que han empleado el reactivo NQS como agente de derivatizaciôn de aminas. A) utilizando 
espectrofotometrîa UV-V, B) haciendo uso de la cromatografia liquida de alta resoluciôn CLAR.
TABLA 5A
Iteterminaciones especlrorotiimétricas en las que se utUiza el reactivo NQS
Analitos y tipo de muestra
Condiciones de reacciôn
Tem peratura ( ”C) pH y tampôn Tiempo de reacciôn Eliminaciôn del exceso de 
reactivo
Ref
aminoâcidos 59
pmeba de indeniificaciôn de 
compuestos que contienen 
grupos ( 'H j 0 N H ,
ambiente neutro o ligeramente alcalino 
utilzando NaOH
60
aminoâcidos ambiente pH bâsico. medio bicarbonato 2.5 horas âcido aceiato sôdico y tiosulfato 
sôdico
61
Hidra/ida âcido isonicôtico ambiente bâsico utilizando NaOll 15 min. 62
Ktilenimina. butilamina ambiente 10 3 utilizando medio fosfato extracciôn en cloroformo 63
Isoxizo! aminas ambiente 10.3 utilizando medio fosfato 20 min adiciôn de acido clorhidrico y 
extracciôn con tctracloruro de 
carbono
64
Aminas simpatomiméticas 50 entre 4 y 7 con carbonato 
sôdico
10 min extracciôn en cloroformo 67
Anfetamina en preparados 
farmacéuticos
60 entre 8-8.5 con carbonato 
sôdico
30 min extracciôn en cloroformo 68
TA B LA  58
R E F Muestra
Volumen de 
muestra 
tornado 
(mJ.)
lim p ieza  de 
muestra
Derivatizaciôn Volumeu
inyecciôn
(fl)
Separaciôn
Detecciôn lim ite  de 
detecciônMedio T C O t(min) fase
organica
fase
estacionaria
fase môvil velocidad 
de fluj» 
(m l/m in)
57 Orina 50 L /l,  con bicarbonato 70 20 cloroformo 100 l ichrosorb Si cloroformo 1.2 llV-vis
n hexano 2.7% (2 ml,) 100 10/im acetato de etilo 4f)4 nm 5 ng
(25 cmx2 eianol n hexano 280 nm 2 ng
mmlD) (25:10 1:50)
58 Orina y 20 S/L bicarbonato 70 20 cloroformo 20 Partisil cloroformo 2.5 UV vis
plasma con résinas 4% (2 mL) (15 cmx 5mm acetalo de etilo- 248 nm 2 ng
10 X A D  2 ID ) etanol n hexano
(25:35:1:50)
71 fluidos 0.05 bicarbonato 60 40 n hexano 5 ^Bondasphere acetonitrilo/ 0 8 Hlectroquimica* KM) ng/ml.
biolôgicos 0.7% etil ether C „  5/im metanol/ (orina)
(2:1 .v/v) 150x3 9 mm ID 0.01 M  H ,SO, 50 ng/ml.
72 (1 ml.) (40“C) (20:20:60) suero.plasma
0.5 L /L  con 1% 60 30 n hexano 5 saliva)
hexano eter acetalo de 10 20 ng/ml.
(2 :1 .v/v) etilo (1:1) suero. plasma
saliva)
1.4.- METODOS DE TRATAMIENTO PRELIMINAR DE MUESTRAS BIOLOGICAS
General mente las matrices biolôgicas no permiten el anâlisis directo del analito en la 
muestra, siendo necesario el empleo de procedimientos de limpieza con el fin de eliminar 
interferencias.
En relaciôn a los procedimientos de anâlisis de anfetaminas mediante espectrofotome­
trîa UV-V, en la mayor parte de los trabajos existentes en la bibliografia, que en real idad son 
muy pocos y van dirigidos fundamentalmente al anâlisis cualitativo, se han utilizado 
disolventes orgânicos, general mente cloroformo, con el objeto de extraer los pares iônicos 
que forman con los colorantes propuestos y evitar el exceso de colorante (Tabla 3). También 
existen algunos trabajos en los que se incluye una etapa previa de extracciôn del analito en 
un disolvente orgânico, tal es el caso descrito por Sakai y col.(15), quienes separan los 
analitos (metanfetamina, efedrina y metilefedrina) de la matriz de orina fuertemente 
alcalinizada utilizando 1,2-dicloroetano. Los analitos extraidos reaccionan en este medio con 
tetrabromofcnoinaftaleno etil ester formando pares iônicos coloreados. Dado que los 
compuestos formados presentan caracterîsticas y estequiometrîa que dependen de la 
temperatura, propusieron la determinaciôn simultanea de efedrina y metanfetamina en 
muestras de orina.
Los procedimientos descritos en la bibliografia que utilizan la técnica CLAR ofrecen 
mâs posibilidades de tratamiento prelim inar de muestra.
El anâlisis de fârmacos en muestras de orina, suero o plasma mediante CLAR, 
requiere de esta etapa para separar proteînas, pigmentos, etc. de la matriz antes de ser 
inyectadas en la columna. La imposibilidad de una inyecciôn directa radica en el consiguiente 
deterioro de la columna debido a una adsorciôn irreversible de las proteînas en la fase 
estacionaria con lo que mermarîa progrèsivamente la capacidad regeneradora de ésta, a la vez 
que se incrementarîa progrès ivamente la presiôn del sistema. El tratamiento previo de 
muestra mâs generalizado es la extracciôn lîquido-lîquido, que permite recuperar y concentrar 
los analitos y separarlos de los compuestos interferentes de la matriz.
En la Tabla 4, se revisan los distintos trabajos en los que se ha utilizado la extracciôn 
lîquido-lîquido. Se han usado disolventes taies como dietileter (Et02) (25,28,31,35) y pH
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fuertemente alcalino. La extracciôn se ha realizado general mente en medio bâsico dado los 
valores de las constantes de acidez (log K alrededor de 9.9) que presentan este tipo de 
analitos. Kinberger (25) utilizô la extracciôn h'quido-liquido con dietileter para la extracciôn 
de anfetamina desde muestras de orina previamente alcalinizadas con NaOH. A los extractos 
orgânicos se anadiô âcido clorhidrico, quedando los analitos en la fase acuosa. Separadas 
ambas fases, a la acuosa se anadiô NaOH y el reactivo OPA para realizar la derivatizaciôn. 
Transcurrido el tiempo de reacciôn (5 minutos) se procediô a la inyecciôn directa de la 
muestra en el cromatôgrafo. Hayakawa y col.(28), también utilizan este mismo disolvente 
de extracciôn pues permite una extracciôn cuantitativa de metanfetamina desde muestras de 
orina fuertemente alcalinizadas siendo los porcentajes de recuperaciôn obtenidos de 99.3 ±
0.7%. Estos mismos autores (31) usando dietileter como disolvente de extracciôn 
determinaron anfetamina, metanfetamina y piperidina en muestras de orina empleando en este 
caso cloruro de dansilo como agente derivatizante. El n-hexano también ha sido utilizado 
como disolvente de extracciôn por Endo y col.(57) para la determinaciôn de anfetamina y 
metanfetamina con 1,2-naftoquinona-4-sulfonato.
La extracciôn de pares iônicos fue propuesta por Hoogewijs y col. (75) para analizar 
drogas bâsicas inyectando directamente los extractos en la columna cromatogrâfica. Las 
eficacias de extracciôn de los reactivos n-octilsulfato sôdico y fosfato bis(2-etilhexil) 
formadores de pares iônicos fueron comparadas por estos autores.
Otro procedimiento descrito en la bibliografia (76), consiste en la limpieza de la 
muestra mediante precipitaciôn con acetona de las proteînas, filtraciôn y posterior extracciôn 
de la droga con un disolvente orgânico (Tabla 4).
Durante los ùltimos anos se ha observado una tendencia a la utilizaciôn de 
procedimientos de extracciôn en fase sôlida. Sekine y col.(77), han extraîdo cuantitativamente 
anfetamina, metanfetamina, metilefedrina, y p-hidroxianfetamina en muestras de orina, 
utilizando cartuchos Sep-pack C l8. Estas drogas pueden ser extraîdas casi cuantitativamente 
a valores de pH=8 y con velocidades de flujo entre 2.5 y 5.0 mL/min. Estos mismos autores 
(78) han propuesto un sistema de extracciôn automâtico utilizando una minicolumna ODS (25 
mm X 9 mm d.i) para el anâlisis de drogas de abuso en fluidos biolôgicos. Patel y col. (79), 
han aislado anfetamina y metanfetamina de muestras de orina utilizando cartuchos de
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extracciôn C l8, inyectando directamente los eluatos en la columna para la realizaciôn de" 
anâlisis. En este caso el principio de extracciôn impi ica la interacciôn hidrofôbica usamdo 
pares iônicos con âcido hexanosulfônico. La extracciôn fue lineal en el intervalo de 
concentraciones 5.0 y 25 ^g/mL.
Mishra y col.(80) han propuesto un procedimiento de extracciôn en columma, 
empleando un soporte de silice, para el screening y confirmaciôn de drogas en muestras de 
orina de caballos, mediante la utilizaciôn de cromatografia plana TLC y cromatografia de 
gases acoplada a un espectrômetro de masas (CG-MS), respectivamente. Estos autoires 
indican que la extracciôn lîquido-lîquido usando como disolvente una mezcla diclorometano 
(DCM)-isopropanol (1:3 v/v) proporcionô porcentajes de recuperaciôn para anfetamina y 
metanfetamina menores al 25 %, mientras que con el procedimiento en columna de sîlica 
DAU se obtuvieron porcentajes del 85 %.
Farrell y Jefferies (58) también han utilizado columnas de extracciôn en fase sôliida 
(XAD-2) y como eluyente una mezcla de cloroformo: isopropanol (3:1), para la determinaciiôn 
de aminas en muestras de orina.
Recientemente, Helmlin y Brenneisen (81), han extraîdo derivados de feniletilamima, 
taies como metilenedioximetilanfetamina(MDMA) y metilenedioxianfetamina(MDA) de 
muestras de orina, usando una columna de extracciôn en fase sôlida de intercambio catiôniico 
Adsorbex SCX(100 mg), siendo los porcentajes de recuperaciôn mayores del 98% (Tabla 4).
En algunos procedimientos descritos en la bibliografîa, la muestra se somete a uma 
ùnica extracciôn lîquido-lîquido, con el fin de aislar los productos de reacciôn y a la vez 
eliminar el exceso de reactivo y compuestos endôgenos de la muestra que puedan interfe:rir 
(72-73).
Durante los ùltimos anos se ha observado una tendencia a la utilizaciôn de sistermas 
en lînea que permitan la inyecciôn directa de muestra. En este sentido, Hoiso (82), ha 
propuesto la determinaciôn de metanfetamina en muestras de orina sin derivatizaciôn ni 
tratamiento previo de la muestra.
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Se han descrito otros procedimientos (39,41,43) en los que se realiza la determinaciôn 
de anfetamina en fluidos biolôgicos utilizando derivatizaciôn en lînea y separaciôn por CLAR 
y fase reversa. En estos casos, la muestra simplemente se filtra (39,43) o diluye (41) 
previamente a la inyecciôn en el sistema. Koning y col.(37), en este sentido han propuesto 
naftalenodialdehido como agente de derivatizaciôn en lînea y detecciôn fluorimétrica.
Slais y col.(83) proponen un anâlisis de screenig de anfetaminas en muestras de orina 
humana y de caballos. Comb inan dos columnas en serie que permiten la limpieza de la 
muestra y la concentraciôn de la misma. Los resultados obtenidos muestran buena 
reproducibilidad, permitiendo la determinaciôn de anfetamina en concentraciones inferiores 
a 1 /xg/mL, (el limite de detecciôn en muestras de orina fue de 20 ng/mL) (Tabla 4).
Binder y col.(84) han propuesto otro esquema de vâlvulas de conmutaciôn que utiliza 
dos precolumnas poliméricas para aislar las drogas, y una columna de fase normal acoplada 
a una de silice para la separaciôn cromatogrâfica. Se analizaron muestras de orina que habian 
dado positivo mediante el anâlisis por cromatografia plana, las concentraciones obtenidas por 
comparaciôn con disoluciones patrôn de concentraciôn conocida fueron de 1.8 ^g/mL y 8.2 
/Xg/mL para anfetamina y metanfetamina, respectivamente.
Recientemente, se ha introducido la electroforesis de zona para el tratamiento 
prelim inar de muestras, incorporândose en linea con CLAR (85-86).
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Debido a que en la actual idad y también a lo largo de la historia reciente las 
anfetamiinas son un grupo de estimulantes de consumo fundamentalmente prohibido y 
suficiiemtemente extend ido en diferentes âmbitos de la sociedad, el poder disponer de métodos 
validadios para su determinaciôn que utilicen técnicas de gran difusiôn como es la 
espectnofotometria, reviste un interés inmediato.
Del estudio de la bibliografia se dériva que son en real idad pocos los métodos 
espectrofotométricos propuestos para la determinaciôn de anfetaminas y compuestos afines. 
La nnayor parte son procedimientos cualitativos basados en la formaciôn de pares iônicos con 
coloiramtes (Tabla 3). La necesidad de utilizar una reacciôn quimica parece évidente, dadas 
las comcentraciones de estas drogas en orina (fluido biolôgico en el que generalmente se 
• pracîtica el anâlisis) y la baja absortividad nativa que presentan. El numéro de reactivos 
propuestos tampoco es elevado y en principio del examen de la literatura parece desprenderse 
que el 1,2-naftoquinona sulfonato sôdico es uno de los pocos reactivos espectrofotométricos, 
sino) el ùnico, que pueda proporcionar una sensibilidad suficiente considerando el contenido 
présente en las muestras biolôgicas.
En cuanto al estado de conocimiento que se tiene de la reacciôn senalar que tampoco 
es mucho, ùnicamente se han aislado los productos de reacciôn y las condiciones ôptimas 
propuestas varian en un intervalo bastante amplio (Tabla 5), estando descrita ùnicamente su 
aplicaciôn CLAR como agente de derivatizaciôn pre-columna. Consecuentemente y a la vista 
del gran nùmero de variables que pueden influir en la determinaciôn y que por supuesto 
majcaran la exactitud y precisiôn del resultado anal Rico, se planteô su estudio que induira 
varios apartados, eligiendo para ello aminas primarias taies como jS-feniletilamina y 
infetamina y secundarias como metanfetamina y efedrina. La efedrina se introduce dada la 
controversia existente entre los diversos autores sobre su reactividad.
Una primera parte se dedicarâ al estudio de variables prop lamente expérimentales taies 
como pH, temperatura, tiempo de calefacciôn e influencia de la concentraciôn de reactivo 
que van a incidir fundamentalmente en el grado de desplazamiento de la reacciôn. En este 
grupo también se puede incluir la influencia del disolvente orgânico de extracciôn que 
marcarâ el porcentaje de recuperaciôn de los productos formados. Un segundo tipo de
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variables van a influir directamente en la exactitud de la determinaciôn y se las puede 
calificar mejor de variables analiticas, taies como el blanco que plantea el problema de su 
propia reacciôn y de los errores sistemâticos a los que puede conducir y el efecto matriz que 
puede inducir a plantearse la necesidad de un tratamiento preliminar de la muestra o en su 
caso de una etapa de calibraciôn que puede considerar la presencia de errores sistemâticos 
corregibles ya sean constantes y/o proporcionales o ambos tipos de error. Para evidenciar y 
corregir, estos tipos de error se pueden aplicar los métodos de adiciôn estandar (87-88), 
Youden (89) y el método de adiciôn estandar del punto H propuesto por este grupo de 
investigaciôn (90-95).
Una vez cumplidos estos objetivos, el conocimiento de la reacciôn en la direcciôn 
planteada permitirâ establecer las aplicaciones analiticas que se pueden derivar y que 
responderian a la determinaciôn de anfetamina y/o metanfetamina y efedrina mediante 
procedimientos extractivo-colorimétricos, o directamente en disoluciôn acuosa aprovechando 
la cinética de la reacciôn o bien utilizando la técnica CLAR acoplada a la detecciôn UV-V, 
procedimiento para el que esta descrita su aplicaciôn.
La literatura muestra que las técnicas de detecciôn en CLAR de uso mâs frecuente en 
este tipo de determinaciones son la fluorescencia, la quimioluminiscencia y la espectrofoto­
metrîa. Los trabajos dedicados a este ultimo tipo de detecciôn coinciden en senalar que sôlo 
el NQS permite alcanzar los limites de detecciôn necesarios para el anâlisis de estas drogas 
en fluidos biolôgicos. Por otra parte, todos coinciden en la necesidad de utilizar un 
tratamiento preliminar de la muestra que generalmente consiste en una extracciôn lîquido- 
lîquido. Sin embargo en la literatura se observa una evoluciôn hacia el uso de la extracciôn 
sôlido-lîquido, si bien propuesta para otro tipo de reactivos, etapa previa para el diseno de 
sistemas de extracciôn de muestras en lînea mediante vâlvulas de conmutaciôn y que por sî 
misma ya supone un ahorro de tiempo considerable en la etapa de tratamiento preliminar de 
la muestra. Teniendo présente estas consideraciones se planteô el estudio de la determinaciôn 
CLAR en fase normal derivatizando con NQS y utilizando un tratamiento preliminar de la 
muestra consistente en la extracciôn sôlido-lîquido. Método que en principio presentara 
menores limites de detecciôn que la espectrofotometrîa convencional entre otras razones 
porque el incluir una etapa de separaciôn la absorbancia podrâ medirse en la regiôn UV.
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Una vez justificado el interés cientifico del tema que podria resumirse en una 
profundizacion en el estudio de los errores sistemâticos de esta determinaciôn en particular 
y de la forma de corregir los, pero que podria extenderse a otro tipo de procedimientos, 
indiciendo por tanto en la validaciôn analitica de estos y que también se reflejaria en un 
conocimiento de la reacciôn para anfetaminas, pero aplicable a otras aminas, y por tanto de 
sus prestaciones analiticas y justificado también su interés social dado su consumo, los 
objetivos de la présente memoria se podrian resumir esquemâticamente en los siguientes 
puntos:
1. Estudio de las variables expérimentales que afectan a la reacciôn entre aminas y el reactivo 
NQS, partiendo de las condiciones establecidas en la literatura. El objeto de este apartado 
es establecer los valores ôptimos de estas variables para la determinaciôn de las distintas 
aminas ensayadas.
2. Estudio quimiométrico de la determinaciôn extracto-espectrofotométrica. Influencia del 
blanco y efecto matriz. Caracterizaciôn de errores sistemâticos. Estudio de diferentes 
tratamientos preliminares de limpieza de muestras de orina, previos a la derivatizaciôn con 
NQS. Aplicaciôn de los métodos de Youden y de adiciôn estândar. Estudio de la capacidad 
del método de adiciôn estândar del punto H para evidenciar y corregir los errores 
introducidos por un blanco absorbente.
3. Determinaciôn extracto-colorimétrica de anfetamina y metanfetamina en muestras de orina 
independientemente o conjuntamente mediante el método de adiciôn estândar del punto H, 
cuya aplicaciôn en presencia de TYB (blanco total de Youden) se demostrarâ. Determinaciôn 
de efedrina en preparados farmacéuticos.
4. Dadas las caracterîsticas cinéticas de la reacciôn, se propone un procedimiento cinético 
espectrofotométrico para la determinaciôn de aminas en disoluciôn acuosa. Como aplicaciôn 
prâctica del método se ha désarroi lado la determinaciôn de anfetamina y efedrina en 
preparados farmacéuticos.
5. Finalmente se ha adaptado la extracciôn sôlido-lîquido como tratamiento previo de 
muestras al procedimiento CLAR en fase normal propuesto para el anâlisis de anfetaminas 
en muestras de orina. Comparaciôn de los resultados obtenidos con los proporcionados por 
la extracciôn lîquido-lîquido.
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La presente Memoria se ha desarrollado en base a un proyecto que fue el objeto de 
la conceslôn de una beca a Doha Carmen Moiins Légua, del Plan de Formaciôn de Personal 
Investigador en Espaha (AP91-25393355).
Este trabajo se ha reflejado en principio en los siguientes articulos publicados o 
enviados a revistas de carâcter internacional:
TITULO: Extractive-spectrophotometric determination of amphetamine in urine samples 
with sodium 1,2-naphthoquinone 4-sulphonate.
REVISTA: Anal. Chim. Acta, 283, 635-644 (1993), Holanda.
TITULO: Amphetamine and methamphetamine determinations in biological samples by 
high performance liquid chromatography. A review.
REVISTA: J. Liq. Chromatog.,17, 731-747 (1994), USA.
TITULO: Extractive-spectrophotometric determination o f ephedrine with sodium 1,2- 
Naphthoquinone-4-sulphonate in pharmaceutical formulations.
REVISTA: Analytical Letters , 27, 531-547 (1994), USA.
TITULO: Determination of amphetamine and methanphetamine determination in urine with 
sodium 1,2-Naphthoquinone sulphonate using the H-point standard additions method. 
REVISTA: Anal. Chim. Acta, 287,41-48 (1994), Holanda.
TITULO: Study of the behaviour of the absorbent blanks in analytical procedures by/ using 
the H-Point Standard Additions Methods (HPSAM).
REVISTA: Talanta 41(1), 39-52, 1994.
TITULO: Kinetic-spectrophotometric determination o f primary and secondary amimes by 
reaction with 1,2-Naphthoquinone 4 shulfonate.
REVISTA: Analytical Letters 27(6), 1994, USA.
TITULO: Determination of methamphetamine in urine samples with sodium 1,2- 
naphthoquinone 4-sulphonate.
REVISTA: Fresenius J. Anal. Chem. (en prensa). Alemania.
TITULO: Improved Amphetamine and Methampheamine Determination in Urine by 
Normal Phase High Performance Liquid Chromatography with Sodium 1,2- 
Naphthoquinone 4-Sulphonate as Derivatizing Agent and Solid-phase Extraccion f(or 
Sample Clean-up.
RE VIST A: Enviado a Journal of Chromatography. Holanda
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3. EXPERIMENTAL

3.1.- REACTIVOS Y APARATOS

REACTIVOS
D-sulfato de anfetamina (Sigma)
Dl-sulfato de anfetamina (Sigma)
D-clorhidrato de metanfetamina (Sigma)
Dl-clorhidrato de metanfetamina (Sigma)
Clorhidrato de efedrina (cedido por Laboratorios Lasa)
/3-feniletilamina (Sigma)
Acetato de etilo (Para CLAR, Shariau)
Alcohol isoamilico (R.A., Panreac)
Cloroformo (Para CLAR, Shariau)
Etanol (Para CLAR, Shariau)
Metanol (Para CLAR, Shariau) 
n-hexano (Para CLAR, Shariau)
Isopropanol (Para CLAR, Shariau)
Acido acético (R.A. 96%, Probus)
Acido clorhidrico (R.A. 37%, Probus)
Hidrôxido sôdico (R.A., Panreac)
Hidroxido amônico (R.A. 25%, Probus)
Sulfato sôdico anhidro (R.A., Probus)
Bicarbonato sôdico (R.A., Probus)
Carbonato sôdico decahidratado (R.A., Panreac)
Monohidrôgeno fosfato sôdico dodecahidratado (R.A., Probus)
Dihidrôgeno fosfato sôdico dihidratado (R.A., Probus)
1,2-Naftoquinona 4-sulfonato sôdico (Sigma)
Teofilina (Fluka)
Fenobarbital
Mirazul (Laboratorio de Aplicaciones Farmacodinâmicas)
Cilinasofal (Medical S.A. Côrdoba)
Winasma (Steling Winthrop S.A)
Difilina Asmorax (Laboratories LIADE, S.A. Alcalâ de Henares (Madrid) Espana) 
Desabronquisan (Borehringer Mannheim S.A. Tarrassa (Barcelona) (Espana).
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Tedral (Parke-Davis, S.A )
Tedral Accion Sostenida (Parke-Davis, S.A )
Centramina (Laboratorio Miguel S.A., Barcelona)
Las disoluciones patron de cada analito, se ban preparado disolviendo 1 g del analito 
puro en 1 L de agua destilada. Las disoluciones de menor concentracion se obtuvieron por 
dilucion. Todas las disoluciones fueron guardadas en la oscuridad a 4°C.
El reactivo NQS se prepare diariamente disolviendo el reactive solide en agua 
destilada. La disolucion résultante se mantuvo en la oscuridad para evitar su degradaciôn.
Las disoluciones reguladoras se prepararon como se indica a continuaciôn:
1) pH=5.(X), 1.9 g de acetato sôdico, 3.0 mL de acido acético 2 M y llevando a un volumen 
final de 1(X) mL.
2) pH 7.5, disolviendo 3.00 g de monohidrôgeno fosfato sôdico dodecahidratado y 0.25 g 
de dihidrogeno fosfato sôdico dihidratado en 1(X) mL de agua destilada.
3) pH=8.4, 8 g de bicarbonato sôdico en 1(X) mL. En el case de las disoluciones de pH 10.5 
se prepararon disolviendo 8 g de bicarbonato sôdico y anadiendo NaOH (5 M) hasta alcanzar 
el pH requerido, siendo el volumen final de 1(X) mL.
En el apartado correspondiente a la aplicaciôn cromatogràfica, los disolventes 
empleados en la preparaciôn de la composiciôn de la fase môvil se filtraron con filtros de 
nylon, 0.45 fim (Teknokroma) y desgasificaron con una corriente de helio inmediatamente 
antes de ser usadas.
Todas las muestras han sido filtradas antes de su inyecciôn en la columna analitica 
con filtros de nylon (0.45 ^m, Teknocroma).
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APARATOS
. Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron usando un espectrofotômetro 
de fila de diodos Hewlett-Packard HP8452 termostatado con un banc Lauda RM 20 y 
conectado a un sistema de tratamiento de dates HP 89530 A MS-DOS UV-V.
Las cuvetas fueron de cuarzo con 1 cm de camino ôptico.
En cuanto al tratamiento de las muestras, estas se agitaron mecânicamente en un 
agitador automâtico Vibromatic-384 y centrifugaron en una centrifuga Heraeus Sepatech 
Medifuge. La evaporaciôn de los disolvente se efectuô en un rotavapor Büchi RHO.
Para la separaciôn cromatogràfica de las muestras se utilize un cromatôgrafo liquide 
Hewlett-Packard 1040A, equipado con un detector de fila de diodos, y conectado a un 
sistema de tratamiento de dates (Hewlett-Packard HPLC Chem Station) para la adquisicion 
y almacenamiento de los resultados. El camino ôptico de la celda empleada fue de 6 mm, con 
un volumen de 8 fiL. La anchura de la rendija fue de 4 nm. Este équipé ademâs dispone de 
una bomba cuaternaria (Hewlett-Packard, 1050 Series) con un inyector de muestra de 25 /xL.
Se empleô una columna LiChosfer Si 60, 100 (150 mm x 4 mm) Hewlett-Packard, 
y filtres para columnas de 4 mm (Hewlett-Packard).
En la preparaciôn de la fase môvil se utilizô un équipé de filtraciôn Shariau S.A.
En la preparaciôn de las muestras se ensayaron columnas de extracciôn en fase sôlida Bond- 
Elut (Shariau, S.A.), C18, C8, C2, CH, PH y CN, con una capacidad de carga de 100 mg/1 
mL y Extra-Sep C l8, 200 mg/3mL.
La inyecciôn de la muestra se llevô a cabo con una microjeringa Hamilton de 25 ^L.
42
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INDICE DE FIGURAS
FIGURA 1. Estructura general de las feniletilaminas.
FIGURA 2. Estructura isopropilamînica,
FIGURA 3. Principales vi'as metabôlicas de anfetamina y metanfetamina.
FIGURA 4. Evoluciôn bibliogrâfica en base a las publicaciones correspondientes a la determinaciôn de 
anfetamina y metanfetamina durante la ultima década en funciôn de la técnica empleada.
FIGURA 5. Estructura del reactivo NQS y del producto de reacciôn amina-NQS.
FIGURA 6 . Espectro del reactivo en disoluciôn acuosa a diferentes valores de pH. a)pH= 3.0, b)pH = 5.0, 
c)pH=7.5, d)pH=8.4, e)pH = 10.5. NQS:2.5xlO^M, temperatura ambiente.
FIGURA 7. Espectros en disoluciôn acuosa a)del reactivo (NQS), b)del reactivo en presencia de amina en 
medio bicarbonato pH=8.4. NQS:2.5xlO"*M, jS-feniletilamina: 20.0 mg/L.
FIGURA 8 . Espectros del reactivo correspondientes a A) los extractos clorofôrmicos y B) acuosos obtenidos 
tras un proceso de calefacciôn a 70°C durante 30 minutos en diferentes medios de pH. a)pH=3, b)pH=5, 
c)pH=7.5, d)pH=8.4, e)pH = 10.5. NQS:6.4xlO'^M, temperatura ambiente.
FIGURA 9. Espectros de A)los extractos clorofôrmicos B) los extractos acuosos en medio âcido, 
correspondientes a)reactivo, b)reactivo en presencia de amina. NQS:6.4xlO*’ M, /3-feniletilamina 20 mg/L.
FIGURA 10. Espectros de A) los extractos clorofôrmicos B)los extractos acuosos en presencia de 0- 
feniletilamina bajo diferentes condiciones de pH. a)pH=7.5, b)pH=8.4, c)pH = 10.5. NQS:6.4xlO'^ M, /?- 
feniletilamina 20 mg/L.
FIGURA 11. Variaciôn de la absorbancia vs la longitud de onda de una disoluciôn acuosa de reactivo(NQS) 
a diferentes valores depH. a)pH=7.5, b)pH = 10.5, c)pH = 14.0. NQS 6.4x10“* M. Calefacciôn a la temperatura 
70°C durante 30 minutos.
FIGURA 12. Variaciôn de la absorbancia vs la longitud de onda de una disoluciôn acuosa de reactivo(NQS en 
presencia de j3-feniletilamina en exceso) a diferentes valores de pH. a)pH=7.5, b)pH = 10.5, c)pH = 14.0. NQS 
6.4x10“* M. Calefacciôn a la temperatura 70°C durante 30 minutos.
FIGURA 13. Variaciôn de la absorbancia en funciôn del tiempo, de una disoluciôn acuosa de reactivo en 
presencia de exceso de amina (jg-feniletilamina) trabajando en diferentes condiciones de pH. a)pH = 14.0,
b)pH=7.5 NQS= 6.4x10"* M, jS-feniletilamina Ig/L.
FIGURA 14. Espectros de los extractos A)acuosos del reactivo B) orgânicos del reactivo C) acuosos de reactivo 
en presencia de amina y D)clorofôrmicos del reactivo en presencia de exceso de amina en diferentes condiciones 
de pH. a)pH=7.5, b) pH = 10.5, c)pH = 14. NQS 6.4xlO"*M jS-feniletilamina 1 g/L.
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FIGURA 15. Variaciôn de la seâal analitica a 450 nm correspondiente al producto de reacciôn en lia fase 
orgânica en funciôn del pH. a)NQS, b)efedrina, c)anfetamina, d)metanfetamina, e)/S-feniletilamina. 
NQS:6.4xlO‘^ M, concentraciôn de analito en la muestra 20 mg/L.
FIGURA 16. Variaciôn de la seâal analitica del reactivo en la fase orgânica en funciôn del tiempo .d e  la
temperatura de calefacciôn. NQS:6.4xlO'^M, pH=7.5. Temperatura 60, 70, 80 y 100 °C.
FIGURA 17. Variaciôn de la senal analitica del reactivo en la fase orgânica en funciôn del tiemp*o y en 
diferentes medios de reacciôn. a) pH = 10.0, b) pH=7.5 y c) pH=8.4. NQS=6.4xlO'^M, 70 °C 30 miinutos. 
Extracciôn del producto de reacciôn con CHCI3.
FIGURA 18. Extractos acuosos del reactivo cuando la disoluciôn ha sido sometida a diferentes tiemipos de 
calefacciôn. pH=7.5. NQS 6.4xlO^M y calefacciôn a 70 °C durante 0, 30, 90 minutos.
FIGURA 19. Extractos acuosos del reactivo cuando la disoluciôn ha sido sometida a diferentes tieimpos de 
calefacciôn pH=8.4. NQS 6.4xlO^M y calefacciôn a 70 °C durante 30, 90 minutos.
FIGURA 20. Extractos acuosos del reactivo cuando la disoluciôn ha sido sometida a diferentes tiennpos de 
calefacciôn pH 10.0. NQS 6.4xlO'^ M y calefacciôn a 70 °C durante 30, 90 minutos.
FIGURA 21. Variaciôn de seâal analitica del producto de reacciôn en la fase orgânica de los diferentes mnalitos 
en funciôn del tiempo de calefacciôn de la muestra a diferentes temperaturas. NQS:6.4xlO^M, concemtraciôn 
de los analitos en la muestra 20 mg/L, en medio tampôn fosfato pH=7.5.
FIGURA 22. Variaciôn de seâal analitica del producto de reacciôn en la fase orgânica de los diferentes amalitos 
en funciôn del tiempo de calefacciôn de la muestra a diferentes temperaturas. NQS:6.4xlO^M, concemtraciôn 
de los analitos en la muestra 20.0 ^g/mL, en medio tampôn bicarbonato pH = 10.0. A y B) Reactivo, <C y D) 
anfetamina y metanfetamina, respectivamente.
FIGURA 23. Variaciôn de la seâal analitica en funciôn del tiempo de agitaciôn utilizado en la realizacciôn de 
la extracciôn del producto de reacciôn, correspondiente a) al reactivo, b)al reactivo en presencia de aanalito,
c)correspondiente al reactivo en presencia de analito medido frente blanco reactivo. Temperatura 70°C (durante 
30 minutos, extraido en CHCI3 , NQS:6.4xlO^M, concentraciôn de /3-feniletilamina 20 mg/L.
FIGURA 24. Espectros de absorciôn de los productos del reactivo en distintos disolventes orgânicœs. a)n- 
hexano:acetato de etilo (1:1), b)cloroformo, c)acetato de etilo, d)alcohol isoamilico. NQS 6.4xlO'^ ^M. A) 
condiciones de pH=7.5, B) condiciones de pH = 10.0.
FIGURA 25. Espectros de absorciôn correspondientes a los productos de reacciôn en los distintos disoUventes 
orgânicos. a)n-hexano:acetato de etilo (1:1), b)cloroformo, c)acetato de etilo, d)alcohol isoamilico. A) Anlfetami- 
na 16.8 /xg/mL (pH 7.5), B) Metanfetamina 35.0 /xg/mL(l), anfetamina 20.0 /xg/mL (pH 10.0), C) Eifedrina 
10.0 /xg/mL (pH 7.5). NQS 6.4xlO^M.
FIGURA 26. Variaciôn de la absorbancia correspondiente a los extractos orgânicos en funciôn de la concen­
traciôn de reactivo, utilizando como disolvente de extracciôn A)cloroformo, B)alcohol isomilico.
FIGURA 27. Variaciôn de la seâal analitica correspondiente a los productos de reacciôn amina-NQS en ffunciôn 
de la relaciôn entre la concentraciôn de reactivo y analito présenté en la muestra. Concentraciôn de rreactivo 
entre 2,56x10"* - 2.56x10^ M, 4A) Anfetamina 20 /xg/mL y 6 . 8  /xg/mL, 4B) metanfetamina 20.0 /xg/mlL y 6 . 8  
/Xg/mL, 4C) efedrina 16.6 /xg/mL.
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FIGURA 28. Diferentes situaciones en las que la aplicaciôn del método del HPSAM nos lleva a: (A) Las 
ordenadas en el origen correspondientes a las curvas de calibrado a X, y Xj (blanco intemo) y el valor corres­
pondiente al blanco extemo son coïncidentes. (B) Los valores de las 0 .0  a X, y Xj son coïncidentes entre si pero 
son diferentes al valor del blanco extemo. (C) Las 0 .0  obtenidas a X, y X; son diferentes entre si y diferentes
al blanco extemo.
FIGURA 29. (A) Espectro correspondiente al blanco reactivo(l), y reactivo en presencia de 9.6 iiglvoL de dl- 
metanfetamina (2). (B) Espectro del blanco reactivo (1) y del reactivo en presencia de 8 . 6 6  /ig/mL de d-metan- 
fetamina (2). (C) Espectro del blanco reactivo (1) y del blanco reactivo en presencia de 8 . 6 6  ^g/mL de dl- 
anfetamina.
FIGURA 30. (A) Representaciôn de los blancos intemo y extemo correspondientes a la curva de calibrado de 
dl-metanfetamina utilizando NQS como reactivo y extrayendo el producto de reacciôn en cloroformo. (B) 
Cociente entre el blanco intemo y el blanco extemo.
FIGURA 31. (A) Curvas de calibrado de dl-metanfetamina siendo la seâal analitica el valor de absorbancia(l) 
a 382 nm medido frente a blanco disolvente.(2)a 434 nm registrada frente a blanco disolvente. (3) a 464 nm 
registrada frente a blanco reactivo. (4) A A (434-382 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la 
Tabla 6 . (B) Representaciôn de los residuales (valores absolutos) vs concentraciôn de d-metanfetamina, O AA 
(426-396 nm), □  absorbancia a 464 nm medida frente blanco reactivo.
FIGURA 32.(A) Representaciôn de los blancos intemo y extemo correspondientes a una curva de calibrado de 
d-metanfetamina utilizando NQS como reactivo y extrayendo el producto de reacciôn en cloroformo. (B) 
Cociente entre el blanco intemo y extemo.
FIGURA 33.(A) Curvas de calibrado de d-metanfetamina, siendo la seâal analitica el valor de absorbancia (1) 
a 396 nm medido frente a blanco disolvente. (2) a 426 nm registrada frente a blanco disolvente. (3) a 464 nm 
registrada frente a blanco reactivo. (4) AA (426-396 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la 
Tabla 7. (B) Representaciôn de los residuales (valores absolutos) vs concentraciôn de d-metanfetamina, O A A 
(426-396nm), □  absorbancia a 464 nm medida frente blanco reactivo.
FIGURA 34. (A) Representaciôn de los blancos intemo y extemo correspondientes a la curva de calibrado de 
dl-anfetamina utilizando NQS como reactivo y extrayendo el producto de reacciôn en cloroformo. (B) Cociente 
entre el blanco intemo y el extemo.
FIGURA 35.(A) Curvas de calibrado dl-anfetamina. (1) a 394 nm medido frente a blanco disolvente. (2) a 432 
nm registrada frente a blanco disolvente. (3) a 450 nm registrada frente a blanco disolvente reactivo. (4) AA 
(432-394 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la Tabla 8 . (B) Representaciôn de los residuales 
(valores absolutos) vs concentraciôn de dl-anfetamina, O usando AA (432-394nm) como seâal analitica, □  
usando como seâal el valor de absorbancia a 450 nm medida frente blanco reactivo.
FIGURA 36. (A y B) EquiValencia entre las pendientes de las rectas de calibrado obtenidas para el producto 
de reacciôn dl-anfetamina-(NQS) 2  en defecto ( 1 ) y exceso (2) de reactivo NQS. C) Espectros correspondientes 
a diferentes replicas de blanco reactivo.
FIGURA 37. Blancos de orina, medidos frente a blanco reactivo, para los distintos tipos de tratamientos de 
muestra ensayados. a) Utilizaciôn directa V =  1.0 mL, b) Con precipitaciôn de los componentes endôgenos 
V = 1.0 mL, c) Con extracciôn sôlido-liquido V =2.0 mL, d) Con extracciôn liquido-liquido (3 extracciones) 
V=5.0 mL. Cond: NQS 6.4x10 ^  M, temp. 70°C 30 min pH=7.5.
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FIGURA 38. Representaciôn de la absorbancia a 450 nm vs concentraciôn de anfetamina, cuando la muestra 
ha sido procesada con distintos tipos de tratamiento. A) Sin restar el blanco de orina B) restando el blanco de 
orina. Con precipitaciôn de los componentes endôgenos a) NQS 0.5%, b) NQS 1.0% , c) con extracciôn 
lîquido-lîquido 3 veces consecutivas. Condiciones NQS 6.4x10^ M, temp. 70 °C 30 min.
FIGURA 39. Espectros de absorciôn del blanco orina (medido frente blanco disolvente) utilizando distintos 
disolventes de extracciôn del producto de reacciôn a) n-hexano:acetato de etilo ( 1 : 1 ), b) cloroformo, c) acetato 
de etilo, d) alcohol isoamilico. Las muestras de orina han sido previamente extraidas con n-bexano (3 extrac­
ciones). Condiciones: NQS 6.4xlO‘^ M, pH 7.5, Temp.70°C, 30 min.. A) NQS, B) NQS-anfetamina 15.8 mg/L. 
pH 10.0, Temp. 45°C, 5 min., C) NQS, D) NQS-anfetamina 12.9 mg/L y NQS-metanfetamina (1) 12.9 mg/L.
FIGURA 40. (A) y (B) representaciôn de los blancos intemos y extemos para dos calibrados de anfetamina en 
muestras de orina. (C) Cociente entre el blanco intemo y extemo para dos réplicas ensayadas.
FIGURA 41. Representaciôn de la variaciôn de la absorbancia (450 nm) en funciôn del volumen de muestra, 
para muestra en presencia y ausencia de amina A)anfetamina, B)metanfetamina. Condiciones: NQS 6.4x1 O^M,
A) Temp.70°C, 30 min. tampôn pH 7.5, B) Temp.45°C, 5 min., tampôn pH 10.0. Extracciôn de la orina con 
n-hexano y el producto de reacciôn con n-hexano:acetato de etilo ( 1 : 1 ).
FIGURA 42. Representaciôn de la variaciôn de la absorbancia (450 nm) en funciôn de cantidad de analito 
anadido en la muestra/ cantidad de muestra. Condiciones: NQS 6.4xlO^M, Temp.70°C, 30 min. tampôn pH 
7.5, Extracciôn de la orina con n-hexano y el producto de reacciôn con n-hexano:acetato de etilo (1:1).
FIGURA 43. Representaciôn del método de adiciôn estàndar del punto H.
FIGURA 44. Representaciones A vs X para X e Y en presencia de TYB.
FIGURA 45. Espectro de absorciôn UV-V del producto de reacciôn a) anfetamina-NQS y b) metanfetamina- 
NQS.
FIGURA 46. Representaciôn del HPSAM para mezclas anfetamina/metanfetamina, estando anfetamina como 
analito.
FIGURA 47. Representaciôn del HPSAM para mezclas anfetamina/metanfetamina, estando metanfetamina como 
analito.
FIGURA 48. Espectro de absorciôn del NQS en presencia de a) jS-feniletilamina 20 /xg/mL b) efedrina 20 
/Xg/mL. NQS 6.4xlO^M, pH = 10.5, Triton X-100 0.1%, 45°C 5 min.(espectros medidos frente blanco 
reactivo).
FIGURA 49. Variaciôn de la velocidad de reacciôn en funciôn del pH del medio. A) NQS, B) NQS en 
presencia de a) jS-feniletilamina 20 /xg/mL, b) efedrina 40 /xg/mL. NQS 6.4xlO^M, pH = 10.5, Triton X-100 
0.1%, 45°C 5 min. Intervalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
FIGURA 50. Variaciôn de la velocidad de reacciôn en funciôn de la concentraciôn de tampôn carbonato/bicar- 
bonato. A) NQS, B) NQS en presencia de a) /3-feniletilamina 20 /xg/mL, b) efedrina 40 /xg/mL.NQS 6.4xlO^M, 
pH = 10.5, Triton X-100 0.1 %, 45°C 5 min. Intervalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
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FIGURA 51. Variaciôn de la velocidad de reacciôn en funciôn de la concentraciôn de Triton X-100. A) NQS, 
B) NQS en presencia de a) j3-feniletilamina 20 /tg/mL, b) efedrina 40 /ig/mL, NQS 6,4xlO'^ M, pH = 10.5, 
Triton X-100 0.1%, 45°C 5 min. Intervalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
FIGURA 52. Variaciôn de la velocidad de reacciôn en funciôn de la temperatura. A) NQS, B) NQS en presen­
cia de a) jS-feniletilamina 20 /ig/mL, b) efedrina 40 /ig/mL. NQS 6.4xlO‘^ M, pH = 10.5, Triton X-100 0.1 %, 
45°C 5 min. Intervalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
FIGURA 53. Variaciôn de la velocidad de reacciôn en funciôn de la concentraciôn de NQS. A) Reactivo NQS,
B) NQS en presencia de a) jS-feniletilamina 20 ^g/mL, b) efedrina 40 /xg/mL. pH = 10.5, Triton X-100 0.1 %, 
45°C 5 min. Intervalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
FIGURA 54. Variaciôn de la seâal analitica AA vs volumen de muestra.a) frente a blanco medio de reacciôn,
b) frente a blanco reactivo. Condiciones: NQS 6.4xlO'^ M, NaHCOg O.IM, pH 10.5, triton X-100 0.1 %, 
Temperatura 45°C e intervalo de tiempo 45-180s a 490 nm.
FIGURA 55. Cromatograma correspondiente a los productos de reacciôn amina-NQS. Utilizando un columna 
LiChorspher Si-60 5/im 250 x 4 mm D.l. Fase môvil: Cloroformo:acetato de etilo:n-hexano:etanol 
A)(15:12:58:15) B)(22:32:45:l) (1: anfetamina, 2: metanfetamina, 3: /î-feniletilamina).
FIGURA 56. Espectros de absorciôn UV-V de los productos de reacciôn separados mediante CLAR.
FIGURA 57. Cromatograma correspondiente a los productos de reacciôn amina-NQS utilizando una columna 
C18. (1: anfetamina, 2: metanfetamina, 3: /J-feniletilamina, 4: efedrina.).
FIGURA 58. Cromatograma correspondiente a los productos de reacciôn amina-NQS utilizando CLAR en fase 
normal (LiChrosfer Si 60 5/im, 125 x 4 mm D.L), en las condiciones descritas en la Tabla 32.
FIGURA 59. Cromatogramas obtenidos para blancos de orina y para muestras de orina con analitos con 
extracciôn Ifquido-liquido.
FIGURA 60. Cromatogramas obtenidos para A) blancos de orina, B) muestas de orina con analitos con las 
diferentes columnas de extracciôn en fase sôlida.
FIGURA 61. Cromatogramas obtenidos a distintos valores de pH de la orina, extracciôn en columnas C18 y 
utilizando MeOH como disolvente de eluciôn. A) blancos de orina, B) muestras de orina con analitos.
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muestra durante 5 min. a la temperatura de 45 °C y extrayendo el producto de reacciôn con n-hexano:acetato 
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52
TABLA 23.Concentraciôn de clorhidrato de efedrina en soluciones nasales (cilinafosal) (mg/L), mediante la 
aplicaciôn del método de adiciôn estàndar a 468nm y mediante el método de la primera derivada a 526 nm. 
Condiciones: NQS 6.4x10'^  M, tampôn pH 7.5, calentando a 70°C durante 30 minutos y usando alcohol 
isoamilico como disolvente de extracciôn del producto de reacciôn. Temperatura 25°C.(*) corresponde al 
volumen de muestra tomado después de la diluciôn del preparado farmacéutico.
TABLA 24. Concentraciôn de Efedrina determinada en preparados farmacéuticos en forma de comprimidos 
mediante la aplicaciôn del método de adiciôn estàndar y la primera derivada correspondiente, a las X 468 nm 
y 526 nm, respectivamente. Condiciones: NQS 6.4x10^ M, tampôn pH 7.5, calentando a 70°C durante 30 
minutos y usando alcohol isoamilico como disolvente de extracciôn del producto de reacciôn. Temperatura 25°C. 
a= Difilina Asmorax, b= Dexabronquisan, c=Tedral y Tedral Acciôn Sostenida (*).(**) Volumen de muestra 
tomado después de haber diluido el preparado farmacéutico.
TABLA 25.Concentraciôn de Efedrina (EP) determinada en preparados farmacéuticos en forma de comprimidos 
mediante el calibrado convencional, el calibrado convencional de la primera derivada, la aplicaciôn del método 
de adiciôn estàndar y la primera derivada correspondiente, a las X 468 nm y 526 nm, respectivamente. 
Condiciones: NQS 6.4x10 ^  M, tampôn fosfato pH =7.5, calentando a 70°C durante 30 minutos y usando alcohol 
isoamilico como disolvente de extracciôn del producto de reacciôn. Temperatura 25°C. a= Difilina Asmorax, 
b= Dexabronquisan, c=Tedral y Tedral Acciôn Sostenida (*).(**) Volumen de muestra tomado después de 
haber diluido el preparado farmacéutico.
TABLA 26. Comparaciôn entre las concentraciones obtenidas para distintos preparados farmacéuticos y las 
indicadas por el fabricante.(mg/ por comprimido).
TABLA 27. Determinaciôn de la concentraciôn de clorhidrato de Efedrina en jarabe (Pazbronquial) mediante 
el calibrado convencional y la primera derivada correspondiente, a las X 468 nm y 526 nm, respectivamente. 
Condiciones: NQS 6.4x10^ M, tampôn pH 7.5, calentando a 70°C durante 30 minutos y usando alcohol 
isoamilico como disolvente de extracciôn del producto de reacciôn. Temperatura 25®C. (*) Volumen de muestra 
tomado después de haber diluido el preparado farmacéutico (**) 1 mL diluido a 10 mL. (**) 5 mL diluidos a 
50 mL.
TABLA 28. Velocidad de reacciôn e incrementos de absorbancia a diferentes intervalos de tiempo (s), para el 
NQS /S-feniletilamina 20 /xg/mL y efedrina 20 /xg/mL. NQS 6.4xlO^M, pH = 10.5, Triton X-100 0.1 %, 45°C 
5 min.(* medidos frente blanco reactivo).
TABLA 29. Orden de reacciôn para los distintos analitos y el NQS. NQS 6.4xlO'^M, pH = 10.5, Triton X-100 
0.1%, 45°C 5 min. Intervalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
TABLA 30. Caracterfsticas anallticas de la reacciôn entre el NQS y jS-feniletiamina (BEN), Efedrina (EFE), 
dl-metanfetamina (dl-MET), d-metamfetamina (d-MET), d-anfetamina (d-AMP) y dl-anfetamina (dl-AMP). 
Condiciones: NQS 6.4xlO^M, NaHCOa 0. IM , pH 10.5, triton X-100 0.1 %, Temperatura 45°C e intervalo de 
tiempo 45-180s a 490 nm.(I.D=Intervalo dinàmico, C.R. = coeficiente de regresiôn, Cld= limite de detecciôn.)
TABLA 31. Resultados de concentraciôn obtenidos en preparados farmacéuticos (Centramina y mirazul). 
Aplicando el MOSA y la curva de calibrado con patrones.(ANE= anfetamina, EEE=efedrina).(*) 
Correspondiente a las muestras de colirio para la determinaciôn de clorhidrato de efedrina.
TABLA 32. Condiciones cromatogràficas.
TABLA 33. Parâmetros anallticos correspondientes a los productos de reacciôn amina-NQS. Condiciones: NQS 
6.4x10^ M, medio bicarbonato 0.26%, calefacciôn 20 min.70°C. Extraidos en cloroformo.
TABLA 34. Eficiencias de la extracciôn llquido-lfquido.
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TABLA 35. Eficiencias de la extracciôn en fase sôlida.
TABLA 36. Porcentajes de recuperaciôn obtenidos distintos eluyentes A) MeOH, B) cloroformo: isopropanol 
(3:1). (B FN : ^ -feniletilamina, MET imetanfetamina, ANF: anfetamina).
TABLA 37. Concentraciones de anfetamina, metanfetamina y |(?-feniletilamina obtenidos en muestras de orina. 
Eluciôn A) con MeOH, B) cloroformo:isopropanol (3:1). (BFN:jS-feniletilamina, MET:metanfetamina, 
AN F : anfetamina).
TABLA 38. Concentraciôn de anfetamina y metanfetamina encontrada en muestras de orina mediante la 
utilizaciôn o no de S.I.
TABLA 39. Resumen de las aplicaciones de determinaciôn de aminas con NQS.
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3.3.- ESTUDIO DE VARIABLES DE REACCION ENTRE 
FENILAMINAS Y 1,2-Naftoquinona 4-Sulfonato

De la bibliografîa sobre el tema que viene reflejada en el apartado de antecedentes de 
la présente memoria se dériva que la reacciôn viene influenciada principalmente por très 
variables pH, temperatura y tiempo de calefacciôn. Sin embargo, no es clara la coincidencia 
al respecto de los autores que han investigado el tema. Por otra parte también queda implicito 
el uso de diferentes procedimientos para la eliminaciôn o atenuaciôn de la posible absorbancia 
introducida por el reactivo en la absorbancia total registrada, si bien el mas generalizado es 
la extracciôn de los productos de reacciôn con un disolvente orgânico. Teniendo en cuenta 
estas consideraciones se planteô el estudio de las diferentes variables que parecen en principio 
influir sobre el désarroilo de la reacciôn planteada o sobre el propio reactivo.
3.3.1- Influencia del pH
Procedimiento experimental
Se tomô un volumen constante (0 .3  mL) de una disoluciôn patrôn de analito ( 200 
/ig/mL) (o agua destilada en el caso del blanco reactivo) al que se anadiô 1 mL de tampôn, 
agua destilada y 1 mL de reactivo NQS (0.02 % o 0.05 %) siendo el volumen final 3.0 mL. 
Los tampones utilizados han sido acético/acetato (pH=5.0), dihidrogenofosfato /monohidro- 
genofosfato (pH=7.5), y bicarbonato/carbonato (pH = 10.5). También se ha empleado 
bicarbonato 8 % (pH = 8.4) y HCl de 0.001 M (pH=3). La mezcla résultante se calentô, en 
su caso, a 70°C durante 30 minutos, siendo después enfriada a temperatura ambiente durante 
5 minutos. Posteriormente, se realizô la extracciôn en cloroformo (utilizando el mismo 
volumen que el de mezcla 3 mL), agitândose mecânicamente durante 2 minutos y 
centrifugando 5 minutos. Final mente, se separaron ambas fases, registrândose la senal 
analitica (Absorbancia) entre 190-820 nm del extracto orgânico. Las absorbancias fueron 
medidas frente a blanco reactivo (para las muestras con analito) o frente blanco tampôn (para 
las disoluciones de reactivo) a la temperatura de 25 °C. En todos los casos se realizaron très 
replicas de cada disoluciôn. En relaciôn al extracto acuoso, se tomaron 0.1 mL de la 
disoluciôn a los que se anadieron 1 mL de tampôn y agua destilada hasta completar un 
volumen de 2.5 mL, obteniéndose los espectros frente a blanco reactivo o tampôn. Para la 
realizaciôn de los estudios cinéticos en disoluciôn acuosa, se partiô de un volumen constante 
(0.2 mL) de analito (12 g/L) (o agua destilada en el caso del blanco reactivo) al que se
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adicionô 1.0 mL de tampôn, reactivo NQS (0.04%) y agua destilada hasta completar un 
volumen de 2.5 mL. La mezcla résultante se calentô durante 30 min. a la temperatura de 70 
°C, registrândose la variaciôn de la absorbancia en funciôn del tiempo cada 45 s en el 
intervalo de longitudes de onda 190-820 nm. Final mente 2 mL de la disoluciôn résultante 
fueron extraidos con 2 mL de CHCI3 realizândose las medidas de los extractos orgânico/'acuo- 
so.
Resultados y discusiôn
Se ensayô el comportamiento del reactivo en diferentes medios de acidez, en 
disoluciôn acuosa y a temperatura ambiente, observândose que los espectros correspondlientes 
son iguales entre si independientemente del medio, con mâximos de absorciôn a 220,, 252, 
y 366 nm (Figura 6 ). No obstante, la estabilidad del reactivo es funciôn del medlio de 
reacciôn, siendo mas estable a pH cercanos a la neutralidad y aumentando la inestab ilidad 
tanto hacia pH âcidos como bâsicos.
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FIGURA 6 . Espectro del reactivo en disoluciôn acuosa a diferentes valores de pH. a)pH= 3.0, b)pHl = 5.0, 
c)pH=7.5, d)pH = 8.4, e)pH= 10.5. NQS:2.5xlO"*M, temperatura ambiente.
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Las 1,2-naftoquinonas muestran un maximo de absorcion cerca de 250 nm y bandas 
de intensidad intermedia cerca de 340 y 400 nm. Bandas a longitudes de onda mayores de 
500 nm solo son observables en disol ventes apolares. La sustitucion en el anillo quinoideo 
tie ne relativamente poco efecto en el espectro mientras que la sustitucion en el anillo 
benzoico produce cambios acusados en el mismo, que dependen de la posicion de sustitucion.
Segun la bibliografia (96), 1,2-naftoquinona en medio cloroformo tiene un espectro 
de absorcion UV-V con maximos a 255, 343 y 406 nm. La sal del mismo (1,2-naftoquinona 
4-sulfonato sodico) es insoluble en cloroformo, siendo soluble en disolucion acuosa. Indepen- 
dientemente del medio y a temperatura ambiente (25°C), la presencia de amina en la 
disolucion acuosa no modifica el espectro del reactivo (Figura 7).
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FIGURA 7. Espectros en disoluciôn acuosa a)del reactivo (NQS), b)del reactivo en presencia de aniina en 
medio bicarbonato pH=8.4. NQS:2.5xlO"*M, /î-feniletilamina: 20.0 mg/L.
De acuerdo con la bibliografia para la determinacion de ami nas mediante su reaccion 
con NQS se requiere que la muestra sea sometida a calefaccion con posterior extraccion del 
producto de reaccion con un disolvente organico. Cuando la disolucion de NQS, previamente 
calentada a 10°C durante 30 minutos (condiciones mas extendidas en la bibliografia), fue
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sometida a extraccion con cloroformo, los espectros correspondientes a los extractos organico 
y acuoso, fueron diferentes dependiendo del pH inicial de la disolucion. Como puede 
observarse en la Figura 8 , los espectros de los extractos orgânicos cuando el medio de 
reaccion es âcido son similares entre si, y distintos a los obtenidos en medio bas ico que a su 
vez también presentan idéntica posicion de sus mâximos de absorcion. Del mismo modo, la 
cantidad de sustancia/s extraida/s es dependiente del pH, tal que cuanto mas âcido es el 
medio mayor cantidad de producto se extrae, sin embargo en medio bas ico el valor mâximo 
corresponde a pH 8.4. Los extractos acuosos presentan diferentes mâximos de absorcion para 
todos los pH ensayados (Figura 8 ). A pH 7.5 el espectro corresponde al registrado en 
disolucion acuosa a temperatura ambiente (Figura 6 ) modificândose a medida que aumenta 
el pH. Estos resultados parecen mostrar que el reactivo présenta un comportamiento diferente 
en funciôn del pH y que depend iendo del mismo la cantidad de producto extraido en la fase 
orgânica es distinta, lo que puede indicar en principio una evoluciôn del reactivo que no estâ 
justificada por un equilibrio âcido-base propio, puesto que en disolucion acuosa y a 
temperatura ambiente el reactivo présenta el mismo espectro en el intervalo de pH ensayado
(Figura 6 ). 
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FIGURA 8 . Espectros del reactivo correspondientes a A) los extractos ciorofônnicos y B) acuosos obienidos 
tras un proceso de calefacciôn a 70°C durante 30 minutos en diferentes medios de pH. a)pH=3, b)pH = 5,
c)pH=7.5, d)pH=8.4, e)pH = 10.5. NQS:6.4xlO'^ M, temperatura ambiente.
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Con el fin de estudiar si la reaccion entre ami nas y NQS era depend iente del pH del 
medio se adiciono ,8 -feniletilamina. En condiciones de pH âcido (HCl, tampon acético/aceta- 
to) se observa que su presencia no modifica los espectros del reactivo obtenidos en los 
extractos clorofôrmico y acuoso (Figura 9).
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FIGURA 9. Espectros de A)los extractos ciorofônnicos B) los extractos acuosos en medio âcido. 
correspondientes a)reactivo, b)reactivo en presencia de amina. NQS:6.4xlO'^  M, jS-feniletilamina 20 mg/L.
Sin embargo, en medio bâsico pH 7.5, 8.4 y 10.5, los espectros correspondientes a 
los extractos clorofôrmicos (Figura IGA) muestran un desplazamiento batocrômico sobre el 
mâximo del reactivo localizado a 416 nm (Figura 8 ) situandose a 450 nm (mâximo 
presentado por los productos de reaccion caracterizados por Hashimoto y col. (69) y de 
estructura la mostrada en la pâgina 21. Por lo tanto, para que se désarroi le la reaccion el 
medio debe ser bâsico. Por el contrario los espectros de los extractos acuosos del reactivo 
(Figura 8 ) y amina-reactivo (Figura 10) se superponen lo que parece indicar que tanto la 
cantidad como la naturaleza del compuesto/s polar responsable de la absorbancia son 
semejantes o incluso iguales en presencia o ausencia de amina.
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FIGURA 10. Espectros de A) los extractos ciorofônnicos B)los extractos acuosos en presencia de /3- 
feniletilamina bajo diferentes condiciones de pH. a)pH=7.5, b)pH=8.4, c)pH = 10.5. NQS:6.4xlO’^ M, /3- 
feniletilamina 20 mg/L.
Con el objeto de separar la reaccion del propio reactivo y la de este con amina se 
realizô una experiencia en la que el NQS se encontraba en defecto con respecto a la amina, 
desplazando por tanto esta ultima la reacciôn. Se siguiô ésta en disolucion acuosa y también 
se separaron los compuestos polares de los apolares via extraccion con cloroformo, 
registrândose los espectros de los extractos acuoso y organ ico. En la Figura 11 se muestra 
la variaciôn de absorbancia vs la longitud de onda correspond iente al reactivo en très medios 
y a très pHs (a) 7.5, (b) 10.5, y (c) 14 con calefacciôn a 70°C durante 30 minutos. Como 
puede observarse, su evoluciôn es mucho mayor en funciôn del pH. Asi a pH=7.5 el 
espectro del reactivo apenas se modifica con el tiempo (Figura 6 ). A pH = 10.5, el NQS 
présenta a tiempos cortos el espectro correspond iente al reactivo evolucionando en funciôn 
del tiempo y dando lugar a un espectro con mâximos de absorciôn UV-V localizados a 332 
y 450 nm. A pH = 14, el reactivo muestra un espectro de absorciôn con mâximo local izado 
a 332 nm.
Si la reacciôn de la amina con NQS se desplaza a cons ta de ésta (Figura 12) se 
observa que a los 3 pHs se parte inicialmente del espectro del reactivo en los diferentes 
medios. A pH 7.5 se observa la apariciôn de una especie con mâximo de adsorciôn a 462 nm
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que empieza a descomponerse a partir de los 800 seg (Figura 13 A). A pH 14 se mantiene 
este mâximo apareciendo otro a 388 nm, lo que podrîa indicar en principio la presencia de 
otro producto de reacciôn que también se dégrada con el tiempo (Figura 13 B). A pH 10.5 
se observan ambos mâximos de absorciôn.
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FIGURA 11. Variaciôn de la absorbancia vs la longitud de onda de una disoluciôn acuosa de reactivo(NQS) 
a diferentes valores de pH. a)pH=7.5, b)pH = 10.5, c)pH = 14.0. NQS 6.4x10  ^M. Calefacciôn a la temperatura 
70°C durante 30 minutos.
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FIGURA 12. Variaciôn de la absorbancia vs la longitud de onda de una disoluciôn acuosa de reactivo(NQS) en 
presencia de )3-feniletilamina en exceso) a diferentes valores de pH. a)pH=7.5, b)pH = 10.5, c)pH = 14.0. NIQS 
6.4x10"' M. Calefacciôn a la temperatura 70°C durante 30 minutos.
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FIGURA 13. Variaciôn de la absorbancia en funciôn del tiempo, de una disoluciôn acuosa de reactivo en 
presencia de exceso de amina (/î-feniletilamina) trabajando en diferentes condiciones de pH. a)pH = 14.0, 
b)pH=7.5 NQS= 6.4xl0"‘ M, /3-feniletilamina Ig/L.
En la Figura 14 se muestran los espectros correspondientes a los extractos 
clorofôrmico y acuosos del reactivo NQS y del producto de reacciôn NQS-amina en exceso 
de amina. En ambos casos, el porcentaje de extracciôn es menor a medida que aumenta el 
pH (Figura 14 B y 14 D). Los espectros de los extractos acuosos amina-NQS (Figura 14 C)) 
parecen indicar que el producto formado a pH 7.5 que présenta un mâximo de absorciôn a 
462 nm (Figura 12 C) se ha extraido total mente en el disolvente orgânico (Figura 14 D), no 
existiendo ninguna especie en la fase acuosa que absorba a esta longitud de onda. A pH 10.5 
la sehal analitica obtenida en cloroformo es menor, por lo que en principio se podria derivar 
que en estas condiciones el compuesto buscado no se forma en su totalidad o se transforma 
en otra/s especies que a su vez presentan un mâximo a 462 nm pero también a 350 nm 
(Figura 14 C y 12 B) que no se extraerian en cloroformo.
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FIGURA 14. Espectros de los extractos A)acuosos del reactivo B) orgânicos del reactivo C) acuosos de re:activo 
en presencia de amina y D)clorofôrmicos del reactivo en presencia de exceso de amina en diferentes condiiciones 
de pH. a)pH=7.5, b) pH =  10.5, c)pH =  14. NQS 6.4xI0^M iS-feniletilamina 1 g/L.
A pH 14.0 el espectro mostrado por el extracto acuoso (Figura 14 C) es igiual al 
obtenido a pH 10.5 pero de mayor intensidad, viéndose que en el extracto organico (F'igura 
14 8 ) practicamente no se encuentra el compuesto deseado. Si se comparan los espectros de
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los extractos acuosos de NQS-amina en defecto (Figura 14B) y en exceso de NQS (Figura 
1 0 ) se concluye que son diferentes, siendo estos ûltimos similares a los registrados por la 
propia evoluciôn del reactivo (Figura 14 A o 8 ). Consecuentemente y dado el exceso de NQS 
sobre la amina présente en el medio habitualmente de trabajo probablemente se produzcan 
las dos reacciônes si bien en los extractos acuosos se observa solo la del reactivo dada su 
mayor concentraciôn sobre la amina.
El pH es una variable que afecta considerablemente a las naftoquinonas, la 
bibliografia (96) indica que mientras que la forma 2-hidroxi-l ,4 naftoquinona en medio EtOH 
présenta mâximos de absorciôn a 242.5, 248, 274 y 334 nm (log e 4.17, 4.21, 4.14 y 3.40), 
en medio EtOH/OH los mâximos de absorciôn se encuentran local izados a 330 nm y 460 
nm. Como se observa en la Figura 11 B, el reactivo evoluciona hacia un espectro con 
mâximos de absorciôn que podrian corresponder a la forma hidroxi (4-hidroxi-1,2- 
naftoquinona). Segûn Garde y col. (97) la 2-hidroxi-l,4-naftoquinona y 4-hidroxi-1,2- 
naftoquinona son formas tautoméricas. Mientras que las aminas reaccionan con el NQS 
sustituyendo el grupo sulfônico por el grupo amino, en medio bâsico el reactivo podrâ sufrir 
ademâs una sustituciôn por parte de los grupos -OH existentes en el medio. A pH 10.5 el 
extracto acuoso del NQS (Figura 14 A, 8 B) présenta un espectro similar al mostrado por el 
producto amina-NQS (Figura 14 C), siendo también similares los espectros en cloroformo 
(Figura 14B, 8  A), lo que justificaria el hecho de que la sustituciôn en el anillo quinoideo 
modifica poco el espectro.
En la Figura 15, se muestra la variaciôn de absorbancia en funciôn del pH para el 
NQS y diferentes productos de reacciôn amina-NQS extraîdos en cloroformo y formados en 
exceso de reactivo. Para el NQS se observa un porcentaje de extracciôn mâximo a pH 8.4. 
Cada uno de los analitos ensayados presentô un comportamiento similar en funciôn del pH, 
al mostrado para la jS-feniletilamina.
En principio la utilizaciôn de valores de pH en el intervalo 7.5-8.4 no influye en el 
porcentaje de extracciôn para anfetamina, jS-feniletilamina y efedrina, sin embargo la 
metanfetamina (amina secuandaria) si que se ve afectada por esta diferencia, puesto que a pH 
8.4 se obtiene una mayor sehal analitica en la fase orgânica. A valores superiores de pH para 
jS-feniletilamina el aumento de pH supone una disminuciôn en la sehal analitica como se ha
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comentado anterior mente. Lo mismo sucede para anfetamina y metanfetamina a partir de pH 
10.
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FIGURA 15. Variaciôn de la sefial analitica a 450 nm correspondiente al producto de reacciôn en la fase 
orgânica en funciôn del pH. a)NQS, b)efedrina, c)anfetamina, d)metanfetamina, e)/?-feniletilamina. 
NQS:6.4xlO'^ M, concentraciôn de analito en la muestra 20 mg/L.
Con estos resultados concluimos que bajo las mismas condiciones de tiempo de 
reacciôn (30 minutos) y temperatura de calefacciôn (70°C), en presencia de aminas taies 
como /3-feniletilamina, d-anfetamina, dl-anfetamina o efedrina, es indiferente la utilizaciôn 
de pH 7.5 o 8.4, pH 10.5 no es apropiado para la /3-feniletilamina. Se considéra mas 
adecuado pH 7.5 o 10.5 dada la menor interferencia del bianco reactivo (Figura 8  A). En 
presencia de metanfetamina(D-metanfetamina o DL-metanfetamina), entre pH 8.4 y 10.5 se 
obtiene la maxima senal analitica siendo aconsejable pH 10 por el motivo antes mencionado.
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3.3.2. -Influencia de la temperatura y tiempo de reaccion
Procedlmiento experimental
Se tomô un volumen constante 0.3 mL de la disoluciôn de analito (o de agua destilada 
en el caso del reactivo) al que se anadiô 1.0 mL de tampon dihidrogenofosfato / monohidro- 
genofosfato (pH=7.5) o en su caso tampôn bicarbonato/carbonato (0.1 M) (pH = 10), agua 
destilada y 1.0 mL de NQS (0.5%), siendo el volumen final 3.0 mL. La mezcla résultante 
se calentô a diferentes temperaturas (25°C, 60°C, 70°C, 80°C y 100 ®C) durante distintos 
intervalos de tiempo (5, 10, 15, 20, 30, 50, 70, 90, 110 minutos), siendo después enfriada 
y mantenida a temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente, a la mezcla se 
anadieron 3 mL de cloroformo, se agité mecanicâmente durante 2 minutos y se centrifugé 
5 minutos. Finalmente, se separaron ambas fases, registrândose los espectros en el intervalo 
de longitudes de onda 190-820 nm de la fase orgânica. Las absorbancias fueron medidas 
frente a blanco reactivo (para las muestras con analito) o frente blanco tampén (para las 
disoluciones de reactivo) a la temperatura de 25 °C. En todos los casos se realizaron très 
replicas de cada disoluciôn. En relacién al extracto acuoso, se tomé 0.1 mL de la disoluciôn 
a la que se anadieron 1.0 mL de tampén y agua destilada hasta completar un volumen de 2.5 
mL, midiendose la senal analitica frente a blanco reactivo o tampén.
Resultados y discusiôn
Se estudié la extracciôn del reactivo o de sus derivados a diferentes temperaturas de 
calefacciôn en funciôn del tiempo de reacciôn. La cantidad de producto/s del reactivo 
aumenta con la temperatura como se observa en la Figura 16. Bajo las condiciones estudiadas 
no se observa una estabilizaciôn de la senal analitica en la fase orgânica. En consecuencia, 
tanto el aumento de la temperatura como del tiempo de calefacciôn incrementan la cantidad 
de producto/s del reactivo extraido en la fase orgânica.
La Figura 17 muestra la variaciôn de absorbancia a 450 nm correspondiente a la 
extracciôn en cloroformo del reactivo a diferentes pHs (7.5, 8.4 y 10.0 y 70®C, en funciôn 
del tiempo. Como puede apreciarse, cuando el medio es ligeramente bâsico (pH=7.5) la 
extracciôn del reactivo aumenta en funciôn del tiempo transcurrido y de la temperatura 
observândose el mismo comportamiento a pH=8.4, sin embargo en condiciones de pH =  10.0 
la extracciôn del reactivo es pequena y prâcticamente constante.
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FIGURA 16. Variaciôn de la senal analitica del reactivo en la fase orgânica en funciôn del tiempo y de la 
temperatura de calefacciôn. NQS:6.4xlO'^ M, pH = 7.5. Temperatura 60, 70, 80 y 100 °C.
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FIGURA 17. Variaciôn de la senal analitica del reactivo en la fase orgânica en funciôn del tiempo y en 
diferentes medios de reacciôn. a) pH= 10.0, b) pH = 7.5 y c) pH = 8.4. NQS=6.4xlO'^ M, 70 °C 30 minutos. 
Extracciôn del producto de reacciôn con CHClj.
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Tal como puede verse en la Figura 18 en las mismas condiciones de pH 7.5 y 
temperatura, los espectros correspondientes a los extractos acuosos son diferentes 
dependiendo del tiempo de reaccion, disminuyendo la intensidad del maximo del reactivo a 
366 nm lo que justificaria el incremento de la senal analitica obtenida en la fase cloroformica 
(Figura 17).
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FIGURA 18. Extractos acuosos del reactivo cuando la disoluciôn ha sido sometida a diferentes tiempos de 
calefacciôn. pH =7.5. NQS 6.4xlO'^M y calefacciôn a 70 °C durante 0, 30, 90 minutos.
3.00
2.50
2.00
■£ 1.50
1.00
190 290I  390 490
L o n g itu d  de onda  (n m )
590 690 790
FIGURA 19. Extractos acuosos del reactivo cuando la disoluciôn ha sido sometida a diferentes tiempos de 
calefacciôn pH = 8.4. NQS 6.4xlO^M y calefacciôn a 70 °C durante 30, 90 minutos.
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FIGURA 20. Extractos acuosos del reactivo cuando la disoluciôn ha sido sometida a diferentes tiempos de 
calefacciôn pH 10.0, NQS 6.4x10 y calefacciôn a 70 °C durante 30, 90 minutos.
A pH 8.4 (Figura 19) el espectro del extracto acuoso a los 30 minutos es similar en 
cuanto a su forma, al obtenido a los 90 minutos pH 7.5 lo que podria justificar que la senal 
analitica obtenida en cloroformo sea superior a la registrada a pH 7.5 (Figura 17). A los 90 
minutos el espectro obtenido es diferente presentando los mismos maximos que los extractos 
acuosos a pH 10.5. Sin embargo a pH 8.4 el derivado/s del reactivo esta presente en la fase 
de cloroformica, mientras que a pH 10.0 no se observa su extraccion.
Estas mismas variables fueron estudiadas en presencia de aminas. Como puede 
observarse en la Figura 21 en general la cantidad de producto de reaccion (NQS-amina) 
obtenido, para un mismo tiempo, aumenta en funciôn de la misma. La utilizaciôn de 
temperaturas elevadas no es recomendable dado que se observa una disminuciôn de la senal 
analitica por degradaciôn del producto de reacciôn para /3-feniletilamina y anfetamina. 
Tampoco es adecuado trabajar a temperatura ambiente (25°C) porque se requieren tiempos 
de reacciôn muy largos.
Para ,8 -feniletilamina (A) y anfetamina (C,D) la maxima senal correspondiente al 
producto de reacciôn NQS-anfetamina es alcanzada con pocos minutos de calefacciôn (Figura 
21). Por el contrario para efedrina (B) y metanfetamina (E y F) se observa un aumento de 
la senal en funciôn de la temperatura y del tiempo, de este modo en las condiciones de 
trabajo pH 7.5, NQS 0.5% con temperatura de 70 °C la maxima senal es obtenida calentado
73
la muestra durante 70 minutos, mientras que con calefacciôn a 80 °C se alcanza a los 30 
minutos. Los resultados encontrados para d-anfetamina (C) y dl-anfetamina son iguales, asi 
mismo los son para d-metanfetamina y la di-metanfetamina, indicando por tanto que el 
reactivo NQS no présenta en principio diferencias al reaccionar con las distintas formas 
isoméricas.
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FIGURA 21. Variaciôn de sefial analitica del producto de reacciôn en la fase orgânica de los diferentes analitos 
en funciôn del tiempo de calefacciôn de la mezcla a diferentes temperaturas. NQS:6.4xlO'^M, concentraciôn 
de los analitos en la muestra 20 mg/L, en medio pH=7.5, A) jS-feniletilamina, B) efedrina, C)d-anfetamina, 
D)dl-anfetamina, E) d-metanfetamina, F) dl-metanfetamina.
A pH 10 el comportamiento del reactivo en funciôn de la temperatura y del tiempo 
de calefacciôn es el mostrado en la Figura 22 para las longitudes de onda 464 y 450 nm. Su 
contribuciôn a la senal analitica total sera pequena siendo constante en funciôn del tiempo y 
ligeramente dependiente de la temperatura. En las mismas condiciones se ensayaron los 
productos metanfetamina-NQS y anfetamina-NQS (Figura 22 C y D).
Con relaciôn a la reacciôn metanfetamina-NQS cuando ésta se realiza a temperatura 
25°C se requiere al menos un tiempo de 30 minutos para alcanzar la maxima senal, sin 
embargo a 60°C la reacciôn transcurre ràpidamente observândose una disminuciôn de ésta 
en funciôn del tiempo. A una temperatura intermedia de 45°C a los 45 minutos ya se ha 
alcanzado la maxima senal, siendo aproximadamente constante con el tiempo y superior a la 
alcanzada a pH 7.5, calefacciôn 70°C, 30 minutos (Figura 21). En relaciôn al producto de 
reacciôn anfetamina-NQS, se observa un comportamiento similar al del producto MA-NQS, 
siendo ademâs la sefial analitica obtenida en estas condiciones similar a la registrada a 7.5.
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FIGURA 22. Variaciôn de senal analitica del producto de reacciôn en la fase orgânica de los diferentes analitos 
en funciôn del tiempo de calefacciôn de la muestra a diferentes temperaturas. NQS:6.4xlO'^M, concentraciôn 
de los analitos en la muestra 20.0 /xg/mL, en medio tampôn bicarbonato pH = 10.0. A y B) Reactivo. C y D) 
anfetamina y metanfetamina, respectivamente.
También se estudio la influencia del tiempo de agitaciôn al efectuar la extracciôn del 
reactivo, observândose un aumento de la absorbancia a 450 nm en funciôn del tiempo (Figura 
23). El aumento de la senal es debido fundamentalmente a la evoluciôn del reactivo con el 
tiempo, siendo por lo tanto necesario un control del mismo para que en todos los casos la 
cantidad de reactivo extraido sea constante.
Siempre y cuando se ha completado la reacciôn entre el reactivo y las aminas, la
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extracciôn del producto NQS-amina no es dependiente del tiempo de agitaciôn. Como puede 
observarse en la Figura 23 un tiempo de agitaciôn de 2 minutos es suficiente para extraer la 
maxima cantidad de producto de reacciôn (NQS-amina) en la fase orgânica.
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FIGURA 23. Variaciôn de la seûal analitica en funciôn del tiempo de agitaciôn utilizado en la realizaciôn de 
la extracciôn del producto de reacciôn, correspondiente a) al reactivo, b)al reactivo en presencia de analito, 
c)correspondiente al reactivo en presencia de analito medido frente blanco reactivo. Temperatura 70°C durante 
30 minutos, extraido en CHCI3 , NQS:6.4xlO‘^ M, concentraciôn de jS-feniletilamina 20 mg/L.
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3.3.3.- Influencia del disolvente utilizado en la extracciôn del 
producto de reacciôn
De la bibliografia se dériva que el cloroformo es el disolvente mas empleado para la 
extraccion del producto de reacciôn amina-NQS.
Son varios los autores (67-68) (69), que consideran que no es adecuada la determinacion de 
aminas con grupos -OH en posiciôn a  (taies como efedrina, norefedrina...etc) dada su baja 
reactividad con el reactivo NQS y la inestabilidad de los productos de reacciôn en funciôn 
del tiempo. Del mismo modo, autores como Lindsay Smith y col.(74), coinciden en que 
existen casos donde la determinaciôn de aminas con NQS no es adecuada, pero a diferencia 
de los anteriores, consideran que los efectos estéricos pueden ser parte de la causa del retraso 
en el proceso de derivatizaciôn apuntando que el mayor problema reside en la baja 
extractibilidad de los derivados hidrofilicos en disolventes orgânicos. Dada la importancia 
del disolvente en la extracciôn del producto de reacciôn se ha real izado un estudio al 
respecto, utilizândose di versos extractantes con diferentes grados de polar idad, con el 
propôsito de ver si la sens ib il idad en la determinaciôn se ve afectada por dicha variable, 
especialmente en el caso de la efedrina.
Procedlmiento experimental
Se tomaron (0.5 mL) de analito (sulfato de anfetamina, clorhidrato de metanfeamina 
o clorhidrato de efedrina) a partir de una disoluciôn patrôn de cada uno de ellos (100 mg/L) 
o agua destilada (en el caso del reactivo), a los que se adicionaron 1 mL de tampôn fosfato 
pH 7.5 o en su caso tampôn bicarbonato pH 10.0, 1 mL de reactivo NQS (0.5%) y agua 
destilada hasta completar un volumen de 3 mL. Las muestras fueron calentadas durante 30 
minutos a la temperatura de 70°C, siendo después enfriadas a temperatura ambiente durante 
5 minutos. Posteriormente, la muestra fue sometida a extracciôn con disolvente orgânico 
(utilizando el mismo volumen que el volumen de muestra 3 mL), agitada mecânicamente 
durante 2 minutos y centrifugada 5 minutos. Finalmente, se separaron ambas fases, 
registrândose la senal analitica (Absorbancia) entre 190-820 nm de la fase orgânica. Las 
absorbancias fueron medidas frente a un blanco reactivo a la temperatura de 25 °C. En todos 
los casos se han ensayado très replicas. Los disolventes orgânicos estudiados han sido acetato 
de etilo, n-hexano:acetato de etilo ( 1 : 1), cloroformo y alcohol isoamüico.
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Resultados y discusiôn
En la Figura 24 se muestran los espectros de absorciôn UV/V del producto/s del 
reactivo (NQS) extraido en los diferentes disolventes orgânicos. Como puede observarse, el 
disolvente de extracciôn influye en la cantidad de reactivo extraido en la fase orgânica, 
siendo tanto mayor cuanto mayor es la polaridad del mismo. El mâximo valor lo proporciona 
el alcohol isoamilico, mientras que el minimo la mezcla n-hexano:acetato de etilo (1:1). De 
mismo modo, también se observan diferencias entre los espectros obtenidos presentando la 
mayor diferencia el extracto de alcohol isoamilico.
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FIGURA 24. Espectros de absorciôn de los productos del reactivo en distintos disolventes orgânicos. a)n- 
hexano:acetato de etilo (1:1), b)cloroformo, c)acetato de etilo, d)alcohol isoamilico. NQS 6.4xlO^M. A) 
condiciones de pH = 7.5, B) condiciones de pH = 10.0.
Estos mismos disolventes se ensayaron en presencia de analitos en la muestra. En la 
Figura 25 se muestran los espectros correspondientes a los diferentes productos de reacciôn 
(amina-NQS). Para analitos como anfetamina y metanfetamina la utilizaciôn de disolventes 
de mayor polaridad proporciona tan sôlo aumentos no significativos de la cantidad de 
producto (NQS-amina) en la fase orgânica. Por lo que en la determinaciôn de anfetamina y 
metanfetamina se descarta la utilizaciôn de alcohol isoamilico dado que présenta una 
interferencia de blanco reactivo mayor sin proporcionar aumento en la sensibilidad para la 
determinaciôn, siendo los disolventes mâs idôneos cloroformo y n-hexano:acetato de etilo
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( 1 : 1 ). En el caso de la efedrina, se observa que utilizando disolventes taies como cloroformo 
y acetato de etilo las sensibilidades obtenidas son similares, por el contrario la utilizaciôn de 
alcohol isoamilico permite aumentar considerablemente la sensibilidad, lo que estaria de 
acuerdo con Linsay y col.(74), indicando por tanto que bajo las condiciones de trabajo la 
reacciôn si ha tenido lugar, sin embargo cuando el disolvente de extracciôn no es el 
apropiado la sensibilidad obtenida es baja y ello por el mayor carâcter hidrofilico de este 
derivado.
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FIGURA 25. Espectros de absorciôn corres­
pondientes a los productos de reacciôn en los 
distintos disolventes orgânicos. a)n-hexano: ace­
tato de etilo ( 1 :1 ), b)cloroformo, c)acetato de 
etilo, d)alcohol isoamilico. A) Anfetamina 16.8 
ptg/mL (pH 7.5), B) Metanfetamina 35.0 
^g/mL(l), anfetamina 20.0 ^g/mL (pH 10.0), 
C) Efedrina 10.0 /xg/mL (pH 7.5). NQS 
6.4xlO'M.
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3.3.4.-Influencia de la concentraciôn de reactivo
Procedlmiento
A volûmenes diferentes de una disoluciôn patrôn de NQS (1% y 2%) de forma que 
su concentraciôn varia en el intervalo de 2.56x10^- 25.6x10'^ M, se le han ahadido 1 mL de 
tampôn fosfato (pH=7.5) y agua destilada hasta completar un volumen de 3 mL. La mezcla 
résultante se calentô durante 30 minutos a 70°C, siendo posteriormente extraido el producto 
de reacciôn con 3.0 mL de disolvente orgânico. Se han ensayado dos concentraciones de 
sulfato de anfetamina, clorhidrato de metanfetamina y de clorhidrato de efedrina, tomândose 
en este caso volûmenes constantes de analito a los que se anade 1 mL de tampôn fosfato 
pH=7.5 y volûmenes variables de reactivo y agua destilada hasta completar un volumen de 
3.0 mL. Las muestras obtenidas se procesaron de acuerdo con el procedlmiento descrito 
anteriormente. Los productos de reacciôn anfetamina-NQS y metanfetamina-NQS han sido 
extraidos en CHCI3, mientras que los productos de reacciôn efedrina-NQS en alcohol 
isoamilico.
Resultados y discusiôn
En la Figura 26 se muestra la variaciôn de la absorbancia correspondiente al producto 
del reactivo en la fase orgânica en funciôn de la concentraciôn del mismo en la mezcla, 
utilizando como disolventes de extracciôn cloroformo(26A) y alcohol isoamilico(26B). En 
ambos casos, la cantidad de reactivo extraido en la fase orgânica es proporcional a la 
concentraciôn del mismo en la fase acuosa. La utilizaciôn de alcohol isoamilico aumenta la 
senal analitica del reactivo, sin embargo a la longitud de onda de medida de los productos 
de reacciôn esta interferencia es ligeramente superior a la obtenida utilizando cloroformo 
como disolvente.
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FIGURA 26. Variaciôn de la absorbancia correspondiente a los extractos orgânicos en funciôn de la concen­
traciôn de reactivo, utilizando como disolvente de extracciôn A)cloroformo, B)alcohol isomilico.
En la Figura 27 se muestran las curvas de saturaciôn para los diferentes analitos 
(sulfato de anfetamina, clorhidrato de metanfetamina y clorhidrato de efedrina). En relaciôn 
a la anfetamina (Figura 27A) se observa que independientemente de la concentraciôn de 
analito la estabilidad de la senal se alcanza a bajas concentraciones de reactivo. Sin embargo 
para metanfetamina (27B) y efedrina (27C) la senal es prâcticamente constante para al tas 
relaciones reactivo-analito (alrededor de 1 2 0 ) lo que reflejaria la formaciôn de complejos mâs 
débiles de estas dos drogas con el reactivo. Se observa que a elevadas concentraciones de 
reactivo la senal analitica aumenta pudiendo ser debido a la formaciôn de otras especies.
Dado que la interferencia del reactivo en la fase orgânica aumenta en funciôn de la 
concentraciôn, se seleccionô una concentraciôn de reactivo de 6.4x10'^ M. A pH = 10, 
condiciones en que la reacciôn metanfetamina-NQS se encuentra favorecida, la senal analitica 
del producto de reacciôn para la misma concentraciôn de NQS se corresponde con la senal 
obtenida en la zona de mâxima sensibilidad a pH 7.5.
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FIGURA 27. Variaciôn de la senal analitica 
correspondiente a los productos de reacciôn amina- 
NQS en funciôn de la relaciôn entre la concentra­
ciôn de reactivo y analito présente en la muestra. 
Concentraciôn de reactivo entre 2.56x10"* - 
2.56x10  ^ M, 4A) Anfetamina 20 /xg/mL y 6 . 8  
/xg/mL, 4B) metanfetamina 20.0 ;xg/mL y 6 . 8  
/xg/mL, 4C) efedrina 16.6 |xg/mL.
3.3 .5 . - Conclusiones
En este apartado se han estudiado las variables expérimentales, pH, temperatura, 
tiempo de reacciôn, disolvente de extracciôn y concentraciôn de reactivo. A la vista de los 
resultados obtenidos se puede derivar que el 1,2-naftoquinona 4-sulfonato expérimenta dos 
reacciônes de sustituciôn del grupo sulfônico. Una de ellas en ausencia de aminas y debida 
probablemente a su sustituciôn por el grupo OH, de la segunda es responsable el grupo 
fenilamina.
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Dependiendo de las condiciones expérimentales la evoluciôn hacia los productos 
deseados es mâs o menos râpida, pudiéndose controlar su formaciôn.
Las condiciones mâs favorables, en principio, para la determinaciôn de anfetamina 
serian pH 7.5 (dihidrogenofosfato/monohidrogenofosfato), calefacciôn a 70°C durante 30 
minutos, o pH 10.0 (tampôn carbonato), calefacciôn a 45°C durante 5 minutos. Sin embargo, 
para metanfetamina las condiciones ôptimas resultan ser las ultimas sehaladas.
El disolvente de extracciôn mâs apropiado para la determinaciôn de ambas drogas es 
la mezcla n-hexano:acetato de etilo ( 1 : 1), mientras que para efedrina séria mejor el alcohol 
isoamilico.
La concentraciôn de 1,2-naftoquinona 4-sulfonato elegida ha sido 6.4xlO^M.
84



3.4.1.- Curvas de calibrado para disoluciones patron de anfetamina 
y efedrina
3.4.1.1.- Procedimiento experimental
Se tomaron volûmenes variables (0.1 a 1.0 mL) de una disoiucion patrôn de cada uno 
de los analitos de concetracion (200 o 4(X) ;xg/mL), a los que se adicionô 1.0 mL de tampon 
dihidrogeno/monohidrogenofosfato pH 7.5 6  tampon bicarbonato/carbonato pH 10,0, 1.0 mL 
de reactivo NQS (0.5%) y agua destilada hasta compietar un voiumen de 3 mL. La mezcla 
résultante se calentô durante 30 minutos a 70 °C o 5 minutos a 45 °C y el producto de 
reaccion fue extraido con cloroformo o n-hexano:acetato de etilo ( 1 : 1 ) también alcohol 
isoamillco en el caso de la efedrina (voiumen 3 mL). Final mente se registre la absorbancia 
del extracto orgânico entre 190 y 820 nm cada 2 nm, frente a blanco disolvente o reactivo. 
En todos los casos se realizaron très replicas de cada disoiucion. El blanco reactivo se 
préparé de la misma forma pero en ausencia de analito.
3.4.1.2.- Caracterizaciôn del comportamiento del blanco absorbente en la etapa 
de calibraciôn por el método de adiciôn estandar del punto H
En espectrofotometria es bastante frecuente la determinaciôn de analitos mediante la 
formacion de complejos por reacciôn entre el analito y un reactivo externo. La absorbancia 
del producto formado se calcula restando al valor de la senal analitica el valor del blanco 
reactivo, si ése absorbe a la longitud de onda de medida.
La recta de calibrado obtenida en estas circunstancias con senales analîticas suma de 
absorbancias reactivo-producto de reaccion, puede considerarse como una recta de adiciôn 
estandar obtenida con una porciôn de muestra anadida igual a cero. Su ordenada sera funciôn 
de la absorbancia del blanco reactivo a la longitud de onda seleccionada. Por tanto las bases 
del método de adiciôn estandar del punto H (HPSAM) son extensibles a las curvas de 
calibrado obtenidas para determinaciones en las que el blanco absorbe, correspondiendo el 
primer punto de la adiciôn estandar a la senal analitica de la disoluciôn que contiene el 
blanco.
El HPSAM permite evidenciar, como se demostrarâ a continuaciôn, diferentes 
comportamientos del reactivo que han sido observados en distintas curvas de calibrado, lo
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que permite clarificar el significado del "blanco reactivo" y elegir este adecuadamente en un 
procedimiento analitico en particular.
Para el désarroi lo teôrico del método se han definido dos clases de blancos:
a) blanco externo, obtenido a partir de disoluciones de reactivo sin analito o del reactivo mas 
placebo, procesado segùn el procedimiento analitico. Estos tipos de blanco se denominan 
general mente "blanco reactivo" o "disoluciôn de referencia".
b) blanco interno, obtenido por extrapolaciôn a partir de los datos de la curva de calibrado 
del analito en presencia de reactivo, y su valor se corresponde con la ordenada en el origen 
de la curva de calibrado del analito.
En este sentido a continuaciôn se exam inan las posibilidades del HPSAM para 
procedimientos extracto-colorimétricos que utilizan blanco absorbente como es el caso de la 
determinaciôn en estudio.
3.4.1.2.1.- Fundamentos teôricos
En base a los fundamentos teôricos del HPSAM aplicados a procedimientos analiticos 
que presentan blancos absorbentes (95) se selecionan dos longitudes de onda Xi y Xj a ambos 
lados del mâximo de absorciôn del blanco externo, de forma que presenten la misma 
absorbancia.
Las curvas de calibrado obtenidas a Xi y Xj responden a las ecuaciones:
A (X i)=b’i +  bo +  M(Xi) X Ci ; i=0 , 1,  n. (1)
A (X2)=  A ’i +  A q +  M(X2) X Cj ; i=0 , 1, ...., n. (2)
Donde el subindices (i) indica las diferentes disoluciones para n adiciones de analito; 
Cj es la concentraciôn de analito anadida; A^ y b  ^son los valores de absorbancia correspon- 
dientes al producto de reacciôn formado a Xj y X2, medidas cuando i = 0  ( concentraciôn de 
analito anadida es cero y por tanto la concentraciôn de producto de reacciôn formado es 
también cero, b  ^ = Aq = 0, en este caso). b \ y A % son los valores de absorbancia 
presentados por el exceso de reactivo libre a X^  y X2 en las distintas disoluciones preparadas 
para la aplicaciôn del método; y M(XJ y M(X2) son las pendientes de las curvas de calibrado 
obtenidas a X, y X2.
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Si tomamos como senal analitica A A= ACXj) - A(Xi)(Figura 28A) y considerando que 
bo=Ao=0, y que para cada valor de i b \= A \  dado que el reactivo présenta la misma 
absorbancia a las longitudes de onda seleccionadas, a partir de las ecuaciones ( 1),(2 ) 
obtenemos la siguiente expresiôn:
AA,,,=A(X.) - A(X i)= (M(X2) - M(X,)) x C; (3)
De modo que representando AAj 2 frente Cj obtendremos una linea recta con ordenada 
en el origen igual a cero y de pendiente (M(X2) - M(Xi)). Esta expresiôn indica que los 
incrementos de absorbancia dependen exclusivamente de la concentraciôn de analito. El 
exceso de reactivo libre no afecta a la representaciôn dado que en cada punto su contribuciôn 
a la senal ha sido eliminada, puesto que présenta la misma senal a las dos longitudes de onda 
seleccionadas, esto séria vâlido aunque sus valores de absorbancias fueran diferentes para 
cada disoluciôn. Segùn las bases del HPSAM las ordenadas de las rectas A(Xj) y A(X2) deben 
ser iguales entre si, e iguales al valor del blanco externo si éste es équivalente al interno.
Esta situaciôn corresponde al caso mas generalizado (Figura 28A) tal como se 
désarroi la en (95).
Sin embargo en la prâctica pueden plantearse otra serie de casos en los que no exista 
una coincidencia entre el blanco interno y el blanco externo (Figura 28B y 28C), situaciones 
que se han podido evidenciar por la aplicaciôn del HPSAM. En lo que sigue se estudia la 
determinaciôn de anfetamina con NQS en estos términos, proponiendo un procedimiento para 
evaluar y caracterizar los posibles errores a los que pueden inducir estas situaciones y una 
guia para optimizar el procedimiento de medida.
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A) B)
A(X .)
M(X,
Concfnrraclon Anadida
A (A .)
AA,.
Concentraciôn Anadida
C)
A(X,1
Concentraciôn .ATiadida
FIGURA 28. Diferentes situaciones en las que la aplicaciôn del método del HPSAM nos lleva a: (A) Las 
ordenadas en el origen correspondientes a las curvas de calibrado a X, y Xj (blanco intemo) y el valor corres- 
pondiente al blanco externo son coïncidentes. (B) Los valores de las 0 .0  a X, y X, son coïncidentes entre si pero 
son diferentes al valor del blanco externo. (C) Las 0 .0  obtenidas a X, y X, son diferentes entre si y diferentes 
al blanco externo.
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3.4.1.2.2.- Resultados y discusiôn
En la Figura 28A, se mostraba la situaciôn en la que el blanco interno y el externo 
son iguales. La recta de calibrado de la dl-metanfetamina-NQS responde a este esquema. En 
la Figura 29A, se muestran los espectros correspondientes al blanco reactivo y los correspon­
dientes a la disoluciôn de reactivo en presencia de 9.6 pig/mL de dl-metanfetamina.
A) B)
Longicud de onda /nm
C)
Longitud de onda /nm
FIGURA 29. (A) Espectro correspondiente al 
blanco reactivo(l), y reactivo en presencia de 
9.6 /ig/mL de dl-metanfetamina(2). (B) Espec­
tro del blanco reactivo ( 1 ) y del reactivo en 
presencia de 8 . 6 6  /xg/mL de d-metanfetamina 
(2). (C) Espectro del blanco reactivo (1) y del 
blanco reactivo en presencia de 8 . 6 6  /xg/mL de 
dl-anfetamina.
92
Como puede observarse en la Figura 30A, en este caso el blanco externo y el blanco 
inter no son coincidentes, presentando valores que no difieren en mas de un 5%. Por lo tanto 
seleccionando dos longitudes de onda en las que el blanco externo presente la misma 
absorbancia, podemos obtener dos rectas que intersectan en el punto H de coordenadas (O, 
Abianco exiemo) (Flgura 28A). El uso de AA como senal analitica permite obtener rectas que 
intersectan en cero, indicando por tanto que la contribuciôn del blanco ha sido eliminada. En 
la Tabla 6  se muestran los resultados obtenidos para tres pares de longitudes de onda 
diferentes, donde la absorbancia del blanco reactivo es la misma. En todos los casos, los 
resultados obtenidos estan de acuerdo con las bases teoricas del método.
A) B)
Lojigituci cic onda /nm
Longitud de onda /nm
FIGURA 30. (A) Representaciôn de los blancos intemo y externo correspondientes a la curva de calibrado de 
dl-metanfetamina utilizando NQS como reactivo y extrayendo el producto de reaccion en cloroformo. (B) 
Cociente entre el blanco intemo y el blanco extemo.
En la Figura 31 A, se muestra el grafico del HPSAM para un par de longitudes de 
onda. La aplicaciôn de este método permite cancelar el error constante del blanco, obteniendo 
curvas de calibrado con ordenadas en el origen cercanas a cero, siendo estos valores mucho 
mas cercanos a cero que los obtenidos por el método tradicional.
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TABLA 6 . Parâmetros analiticos correspondientes a dl-metanfetamina en presencia de NQS. a±s, représenta el valor de la ordenada y su desviaciôn tîpica(lOO), b ± s„ 
corresponde a la pendiente y su desviaciôn tipica en ppm, r es el coeficiente de correlaciôn, t^k=b/Sb es el valor del estadîstico usado para un test lineal y n représenta 
el numéro de puntos utilizados en el trazado de la recta.
Longitud de onda 
de medida
434 382 430 390 426 396
a ± s. 0.136 ± 0.005 0.143 ± 0.004 0.143 ± 0.005 0.150 ± 0.005 0.149 ± 0.005 0.155 ± 0.005
(btsJxlO^ 1 1 . 2 2  ± 0 . 1 1 4.97 ± 0.10 10.46 ±0.11 4.47 ± 0.10 9.63 ± 0.12 4.67 ±0.11
r 0.99990 0.99963 0.99988 0.99949 0.99985 0.99947
c^alc 101.754 51.986 91.887 44.240 81.091 43.470
Ab^laiKO extenio 0.1387 0.1385 0.1436 0.1436 0.1478 0.1479
Longitud de onda 
de medida
464 (blanco reactivo) AA(434-382) AA(430-390) A A (426-396)
a ± s. -0.015 ± 0.003 -0.0070 ± 0.0009 0.0074 ± 0.0008 -0.0063
(b±s,)xlO = 14.67 ± 0.07 6.248 ± 0.019 5.990 ± 0.019 4.962 ± 0.017
r 0.99998 0.99999 0.99999 0.99999
^calc 219.734 314.472 314.608 295.022
n 4 4 4 4
Limite de detecciôn 
(ppm)
1.32 0.92 0.92 0.98
TABLA 7. Parânietros analîticos correspondientes a d-metanfetamina en presencia de NQS. a±s, représenta el valor de la ordenada y su desviaciôn tipica, b ± s^  
corresponde a la pendiente y su desviaciôn tipica en ppm, r es el coeficiente de correlaciôn, t„,c=b/Sb es el valor del estadlstico usado para un test lineal y n représenta 
el numéro de puntos utilizados en el trazado de la recta.
Longitud de onda 
de medida
430 390 426 396 424 398
a ± s. 0.174 ± 0.006 0.175 ± 0.003 0.180 ± 0.006 0.180 ± 0.003 0.182 ±  0.005 0.182 ±  0.003
(b + sJxlO^ 10.03 ± 0.14 4.09 ± 0.07 9.21 ± 0.13 4.29 ±  0.08 8.79 ±  0.13 4.45 ±  0.08
r 0.99973 0.99958 0.99970 0.99952 0.99968 0.99951
c^alc 74.188 59.541 70.354 56.011 68.683 55.285
'^ b^iaiK.o exlcniu 0.1436 0.1436 0.1478 0.1479 0.1494 0.1494
Longitud de onda 
de medida
464 (blanco reactivo) A A (430-390) A A (426-396) A A (424-398)
a ±  s. 0.014 ±  0.007 -0.001 ± 0.004 0.0008 ± 0.0024 -0.0005 ±  0.021
(b + sJxlO'' 14.26 ± 0.16 5.94 ± 0.07 4.92 ± 0.06 4.35 ±  0.05
r 0.99982 0.99979 0.99981 0.99981
c^alc 90.686 83.688 88.318 87.885
11 5 5 5 5
Limite de detecciôn 
(ppm)
2.25 2.44 2.31 2.32
TABLA 8. Parânietros analiticos correspondientes a dl-anfetaniina en presencia de NQS. a±s, représenta el valor de la ordenada y su desviaciôn tipica, b ± s^  corresponde 
a la pendiente y su desviaciôn tipica en ppm, r es el coeficiente de correlaciôn, t,.,,^=h/Sh es el valor del estadistico usado para un test lineal y n représenta el numéro de 
puntos utilizados en el trazado de la recta.
Longitud de onda 
de medida
440 382 432 394 424 404
a ± s. 0.116 ±  0.003 0.133 ±  0.006 0.132 ±  0.004 0.143 ± 0.005 0.143 ±  0.004 0.150 ±  0.005
(h±s,)xlO ' 18.67 ± 0 . 1 1 5.99 ± 0.20 17.72 ±  0.12 8.69 ± 0.17 16.49 ±  0.13 11.26 ±  0.15
r 0.99997 0.99887 0.99995 0.99963 0.99994 0.99981
fa it 176.594 29.761 144.414 51.623 125.176 73.160
A' ‘ blanco extenio 0.1436 0.1436 0.1478 0.1479 0.1494 0.1493
Longitud de onda 
de medida
450 (blanco reactivo) AA(440 382) A A (432-394) Li A (424-404)
a j  s. -0.0122 ±  0.0025 -0.016 ±  0.006 -0.01 1 1 0.004 -0.0066 ± 0.0022
(b±s„)xlO ’ 19.14 ±  0.08 12.68 ± 0.20 9.03 ± 0.13 5.23 ± 0.07
r 0.99998 0.99976 0.99981 0.99983
Laïc 240.709 64.528 71.717 76.509
n 4 5 5 5
Limite de detecciôn 
(ppm)
0.89 3.24 2.93 2.75
A) B)
C(dl* iueTiufrumiiu)/ppm
RrMdiial/Unida<<cs AK 
0.009 «
M.O 3# 0 40 0 M.O 60.0 70.0
C (d l-n v ra n fp u m in a ) /p p m
FIGURA 31. (A) Curvas de calibrado de dl-metanfetamina siendo la seflal analitica el valor de absorbancia( 1 ) 
a 382 nm medido frente a blanco disolvente.(2)a 434 nm registrada frente a blanco disolvente.(3) a 464 nm 
registrada frente a blanco reactivo. (4) A A (434-382 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la 
Tabla 6 . (B) Representaciôn de los residuales (valores absolutos) vs concentraciôn de d-metanfetamina, O AA 
(426-396 nm), □  absorbancia a 464 nm medida frente blanco reactivo.
La utilizacion de AA como serial analitica, permite mejorar la linealidad respecto a 
la obtenida usando A - A®\ = /(C ), siendo A®\ el valor medido de absorbancia del blanco 
externo, presentado el mayor valor de de los valores observados (Tabla 6 ). Utilizando 
el HPSAM se obtienen rectas de calibrado con ordenadas en el origen igual a cero, debido 
a que en cada punto la interferencia del blanco reactivo se anula, incluso cuando la 
contribuciôn al valor de absorbancia de la muestra difiere de unas disoluciones a otras. Los 
incrementos de absorbancia van a depender unicamente de la concentraciôn de analito. En 
la Figura 3IB se muestra la representaciôn de los residuales vs la concentraciôn de analito 
anadido. Como puede observarse, el HPSAM describe mejor los puntos expérimentales y 
permite alcanzar menores limites de detecciôn.
En la Figura 283, se mostraban las representaciones del HPSAM cuando las 
ordenadas correspondientes a la rectas de calibrado a X, y Xj (blanco interno) eran 
coincidentes entre ellas pero no con el valor obtenido para el blanco externo. Las causas de 
esta situaciôn pueden ser diversas, por ejemplo que el reactivo no baya sido preparado 
correctamente, o la adiciôn del mismo a los patrones de analito no baya sido reproducible.
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En este caso es importante tener en cuenta otro factor, como podria ser la extracciôn 
ineficiente de reactivo en presencia de analito. En esta situaciôn, la utilizacion de AA como 
medida de la senal analitica puede eliminar este tipo de error sistemâtico, que no podria ser 
eliminado mediante la aplicaciôn del método tradicional. Una curva de calibrado de d- 
metanfetamina, cuyo espectro del derivado se muestra en la Figura 29B, présenta un 
comportamiento de blanco de este tipo. En este caso, aunque el blanco interno y externo no 
son coincidentes, la relaciôn entre ellos en el intervalo de longitudes de onda estudiado es 
constante, dado que tanto el blanco interno como el externo presentan las mis mas propiedades 
espectrales, sin embargo son de magnitudes diferentes (Figura 32). En la Tabla 7 se muestran 
los resultados obtenidos para très pares de longitudes de onda en las que el blanco externo 
présenta el mismo valor de absorbancia. En este caso los valores absolutos del blanco interno 
y externo no son coincidentes, sin embargo son constantes a las mismas longitudes de onda.
A) B)
Longitud de onda /nm
FIGURA 32.(A) Representaciôn de los blancos intemo y externo correspondientes a una curva de calibrado de 
d-metanfetamina utilizando NQS como reactivo y extrayendo el producto de reacciôn en cloroformo. (B) 
Cociente entre el blanco intemo y extemo.
En la Figura 33A, se muestra el gràfico del HPSAM para un par de longitudes de 
onda. La aplicaciôn de este método permite cancelar el error constante del blanco, aunque 
su senal no sea la que deberia de corresponder a la concentraciôn inicial de reactivo en la 
disoluciôn, obteniendo curvas de calibrado con ordenadas en el origen cercanas a cero, 
siendo estos valores mucho mas cercanos a cero que los obtenidos por el método tradicional.
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Estos resultados permiten demostrar que si las caracteristicas espectrales del blanco de orina 
interno y externo son iguales, aùn siendo di fer ente su concentraciôn la aplicaciôn del método 
del HPSAM permite eliminar la interferencia del blanco présente en la muestra, tal como 
muestra la representaciôn de los residuales vs la concentraciôn de analito anadido (Figura 
33B).
También se pueden encontrar ejemplos donde los espectros del blanco externo y del 
inter no no sean coincidentes (Figura 28C), como se ha podido demostrar mediante la 
aplicaciôn de este método. En este sentido, se ha observado que réplicas de disoluciones 
clorofôrmicas del reactivo presentan diferencias en el intervalo de longitudes de onda entre 
380 y 420nm. En estos casos el uso de curvas de calibrado obtenidas a la longitud de onda 
donde el blanco interno y externo coinciden proporciona el minimo error.
A) B)
L ( d-roctau*«aiuiju ) / p pm
Rnidual/Uiiida<irs Ab\. 
0 #10
tQO MO 4#.# #0.0
C(d-mmnicujuuu;/ppm
FIGURA 33.(A) Curvas de calibrado de d-metanfetamina, siendo la senal analitica el valor de absorbancia (1) 
a 396 nm medido frente a blanco disolvente. (2) a 426 nm registrada frente a blanco disolvente. (3) a 464 nm 
registrada frente a blanco reactivo. (4) AA (426-396 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la 
Tabla 7. (B) Representaciôn de los residuales (valores absolutos) vs concentraciôn de d-metanfetamina, O AA 
(426-396nm), □  absorbancia a 464 nm medida frente blanco reactivo.
En la Figura 29C se mostraba el espectro del blanco reactivo y del producto NQS- 
amina para 8 . 6 6  ^xg/mL de dl-anfetamina. El espectro obtenido para el blanco externo y las 
ordenadas en el origen correspondientes a las rectas de calibrado para la determinaciôn de 
dl-anfetamina como analito (blanco interno), son diferentes tal como se observa en la Figura
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34A. En la Tabla 8  se dan los resultados obtenidos al utilizar AA como senal analitica a tres 
pares de longitudes de onda diferentes donde el blanco externo présenta la misma senal, sin 
embargo el blanco interno proporciono diferentes valores tal como se deduce al comparar las 
ordenadas en el origen obtenidas a las distintas longitudes de onda.
A) B)
Loiigidid de oiida /nm
FIGURA 34. (A) Representaciôn de los blancos intemo y externo correspondientes a la curva de calibrado de 
dl-anfetamina utilizando NQS como reactivo y extrayendo el producto de reaccion en cloroformo. (B) Cociente 
entre el blanco intemo y el extemo.
En la Figura 35A, se muestra la aplicaciôn del HPSAM para el par de longitudes de 
onda 432-394 nm. La curva de calibrado obtenida no es coincidente en cero, debido a que 
en este caso b \  distinto de A \. Ademâs, el valor del estadistico t^ ^^  es menor que el obtenido 
para la curva de calibrado utilizando los valores de absorbancia como senal analitica, debido 
a que los fundamentos del HPSAM no son aplicables, y los incrementos de absorbancia no 
solo se deberân a la concentraciôn de analito. La representaciôn de los residuales vs la 
concentraciôn de analito anadido (Figura 35B) muestra que el método describe peor los datos 
expérimentales. Cuando se présenta una situaciôn de este tipo, no se pueden seleccionar dos 
longitudes de onda en las que el blanco externo présente la misma absorbancia para la 
aplicaciôn del HPSAM. El tratamiento de los datos de forma tradicional o mediante la 
aplicaciôn del HPSAM, conduce a la obtenciôn de medidas afectadas de error, sino se api ica
100
un procedimiento para eliminario. El procedimiento tradicional puede ser util izado si se 
puede demostrar que al menos existe una longitud de onda en la que el blanco interno y 
externo son iguales y ademâs la concentraciôn de reactivo puede considerarse constante para 
todo el intervalo dinâmico de concentraciones de analito. Esta ultima condiciôn no se 
cumplirâ si no trabajamos en condiciones de exceso de reactivo o en el caso de procedimien­
tos extracto-espectrofotométricos si en la fase organ ica no se extrae la misma cantidad, 
independientemente de la concentraciôn de analito présente en la muestra. Cuando estas 
condiciones no se cumplen, se obtiene un valor para la pendiente de la curva de calibrado 
diferente del valor real de la misma. La utilizaciôn de curvas de calibrado distorsionadas 
conducirâ a que los resultados analiticos estén afectados por un error sistemâtico, tal como 
se demuestra en (95).
A) B)
K n id iia l/L 'n id a d rs  Abs.
0.0 S.o 10.0 Ift.O M.O 20.0 90.0 96.0 40 0 46.0 60.0 60 0
C fd l-a iiT e ti iiu iu ) /p p m
FIGURA 35.(A) Curvas de calibrado dl-anfetamina. (1) a 394 nm medido frente a blanco disolvente. (2) a 432 
nm registrada frente a blanco disolvente. (3) a 450 nm registrada frente a blanco disolvente reactivo. (4) AA 
(432-394 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la Tabla 8. (B) Representaciôn de los residuales 
(valores absolutos) vs concentraciôn de dl-anfetamina, O usando AA (432-394nm) como seflal analitica, □  
usando como seflal el valor de absorbancia a 450 nm medida frente blanco reactivo.
En la determinaciôn estudiada, se ha comprobado que la concentraciôn de reactivo 
NQS extraido en la fase orgânica es constante e independiente de la concentraciôn de analito 
présente en la muestra. Este resultado se ha establecido en base a que las pendientes de las 
rectas obtenidas en exceso de reactivo son las mismas que las obtenidas en defecto. En este
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ultimo caso, el reactivo dirige la reaccion. En la Figura 36A se muestran las pendientes de 
las rectas obtenidas correspondientes al producto de reaccion anfetamina-(NQS>2 en exceso 
y defecto de NQS. Como se puede observar en la Figura 36B los valores obtenidos son 
iguales en mas de un 95%. Fsto demuestra que la concentraciôn de reactivo libre extraido 
en todos los casos es la misma, dado que la saturacion de la fase orgânica hace que su 
concentraciôn sea constante para todas las disoluciones en las que se ha aplicado el método.
A) B)
P c n d trn rr  o r r rs o  N C jS /P c n d irm f  d r f c n o  N Q S  
I »v ^i
1.25 "
MO 390 400 410 420 0 0  ^  450
Loiigirud de onda /nm
C)
FIGURA 36. (A y B) Equivalencia entre las pendientes 
de lais rectas de calibrado obtenidas para el producto de 
reacciôn dl-anfetamina-(NQS)2  en defecto (1) y exceso 
(2) die reactivo NQS. C) Espectros correspondientes a 
diferentes replicas de blanco reactivo.
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0.20
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El comportamiento espectral del blanco es similar trabajando en el intervalo de 430- 
460 nm (Figura 36C). Por lo tanto habrâ que seleccionar una longitud de onda dentro de este 
intervalo para que el error en la determinaciôn del analito sea minimo. A esta zona de 
longitudes de onda pertenecen los mâximos de absorciôn en la regiôn visible de estos produc- 
tos de reacciôn, sin embargo estos estudios imposibilitan la utilizaciôn de los mâximos de 
absorciôn de la regiôn ultravioleta.
El HPSAM permite por tanto evidenciar di versos tipos de error introducidos por 
blancos absorbentes. La aplicaciôn del método o en su defecto la selecciôn de longitudes de 
onda donde exista maxima coincidencia entre el blanco interno y externo, justificando la 
constancia de su contribuciôn a la senal analitica independientemente de la concentraciôn de 
analito, son las dos vias posibles de eliminaciôn del error sistemâtico introducido por el 
blanco.
3.4.1.3.- Ecuaciones de las rectas de calibrado y parâmetros analiticos
En medio CHCI3 se ha seleccionado 450 nm para la determinaciôn de anfetamina y 
efedrina, y 464nm para metanfetamina. Si el disolvente orgânico es n-hexano:acetato de etilo 
la longitud de onda de medida ha sido 450 nm en los tres casos.
En relaciôn a la determinaciôn de efedrina se ha ensayado también alcohol isoamflico 
siendo la longitudes de onda de medida 468nm.
En la Tabla 9 se muestran las ecuaciones de las curvas de calibrado obtenidas para 
a) Anfetamina-NQS, b) Metanfetamina-NQS con cloroformo y n-hexano:acetato de etilo 
como disolventes de extracciôn del producto de reacciôn c) Efedrina-NQS con cloroformo, 
acetato de etilo y alcohol isoamflico como disolventes. También se incluye el intervalo 
dinâmico de concentraciôn, la desviaciôn estândar del blanco y los limites de detecciôn 
referidos al volumen inicial tomado de disoluciôn acuosa.
El limite inferior del intervalo dinâmico de concentraciôn corresponde al limite de 
cuantificaciôn, calculado como 10(SB/m)(98), siendo Sg la desviaciôn estândar del blanco 
reactivo, y m la pendiente de la curva de calibrado. El limite de detecciôn se calculô a partir 
de la expresiôn 3Sg/m (99). Como puede observarse, para la determinaciôn de anfetamina 
y metanfetamina cuando se utiliza cloroformo se obtiene la mayor sensibilidad, sin embargo
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debido a la dispersion de valores del blanco reactivo se obtienen limites de cuantificaciôn y 
detecciôn elevados. En base a estos resultados, se optô por usar n-hexano:acetato de etilo 
( 1 : 1 ) para la extracciôn del producto de reacciôn, que aunque supone una pérdida de 
sensibilidad permite mejorar los limites de detecciôn y cuantificaciôn.
Con relaciôn a los productos de reacciôn efedrina-NQS indicar que la utilizaciôn de 
alcohol isoamflico permitiô aumentar la sensibilidad en alrededor un 50 % permitiendo 
mejorar los limites de cuantificaciôn y de detecciôn respecto a los obtenidos utilizando 
cloroformo o acetato de etilo.
En relaciôn al producto de reacciôn anfetamina-NQS, se obtiene la misma sensibilidad 
independientemente de las condiciones de reacciôn, por lo que la utilizaciôn de condiciones 
de pH 10 permitirâ disminuir el tiempo de reacciôn y la temperatura de calefacciôn. Para 
metanfetamina a pH 10 la pendiente del calibrado es superior que a pH 7.5.
Al comparar los resultados obtenidos entre ambos procedimientos, se observa que la 
utilizaciôn de tampôn bicarbonato/carbonato de pH 10 permite:
* Reducir la interferencia del blanco reactivo.
* Aumentar la sensibilidad (para el producto MA-NQS).
* Disminuir los limites de detecciôn y cuantificaciôn.
*  Disminuir el tiempo y la temperatura de reacciôn.
Por lo que un medio de pH = 10 es el mas idôneo para la determinaciôn de estas 
am inas mediante su reacciôn con NQS. En el caso de la efedrina la extracciôn con alcohol 
isoamflico aumenta la sensibilidad del método.
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TABLA 9. Parâmetros analiticos del producto de reacciôn anfetamina-NQS usando diferentes disolventes 
orgânicos para la extracciôn. A) anfetamina. B) metanfetamina C) efedrina.
pH Disolvente de 
extracciôn
Curva de 
calibrado
Intervalo
dinâmico
mg/L
Sb L .D
(m g/L)
A) 
pH 10.0
n-hexano: 
acetato de etilo 
(1:1)
\4 5 0  nm
a =  1.8x10-’ 
b =  0.01447 
Sy, =  5.8xlO"'
t t o (  lineal
1.4-50.0 0.006 0.4
C H C l, 
X450 nm
a = 6 x l0 ’ 
b = 0 .01856 
S y ,= 6 .8 x l0 ’
ticM  lineal
1.1-50.0 0.006 0.3
pH 7.5
n-hexano: 
acetato de etilo 
(1:1)
X450 nm
a =  -8 .86x10’ 
b = 0 .01460 
Sy, =  5 9x10^
1.4-50.0 0.006 0.4
C H C l, 
X450 nm
a =  -9 .32x10’ 
b =  0.01836 
S„ =  9 .9 x l0 ’
t te i t  lineal
6.0-50.0 0.030 1.8
B) 
pH = IO
CH C l, 
X464 nm
a =  2 .85x lO ’ 
b =0.02627  
S^ =  8 .1 x lO ’
^ e a i lineal
0.6-35.0 0.006 0.2
n-hexano: aceta­
to de etilo (1:1) 
X450 nm
a = 4 .9 0 x 1 0 ’ 
b =  0.02122 
S ^ = 2 .6 x l0 ’
^e s( lineal
0.9-35.0 0.006 0.3
p H = 7 .5
C H C l, 
X464 nm
a =  1.90x10^ 
b = 0 .01401 
S*y =  5 .6 x lO ’
7.1-50.0 0.030 2.1
n-hexano: aceta­
to de etilo (1:1) 
X450 nm
a = -3 .25x10^ 
b =0.01246  
S ^ = 6  6x10 ’
k e w  lineal
1.6-50.0 0.006 0.5
C) Alcohol 
isoamüico 
(X468 nm)
a =  -7 .40x10’ 
b =  15.7x10’ 
Syj =  5.4x10 ’
l le s t lineal
2.1-50.0 0.010 0.6
pH 7.5
n-hexano:ace- 
tato de etilo 
(1:1) 
(X450 nm)
a =  -6 .023x10’ 
b =  8 .9x10 ’ 
Sy, =  8 .6 x lO ’
^ e e i lineal
3.7-50.0 0.010 1.1
cloroformo 
(X450 nm)
a =  2 .350x10’ 
b =  9 8x10 ’ 
S„ =  5 .6 x lO ’
t ie s l lineal
10.2-50.0 0.030 3.1
3.4.2.- Tratamiento preliminar de las muestras de orina
Esta etapa segùn refleja la bibliografîa es prâcticamente obligada en este tipo de 
determinaciones.
Se han comparado di versos tipos de tratamiento preliminar de muestras previamente 
a la derivatizaciôn con NQS, precipitaciôn, extracciôn sôlido-liquido y extracciôn Hquido- 
liquido. También se ensayô el uso directo de las muestras de orina.
3.4.2.1.- Procedimientos expérimentales
Procedimiento I  - Utilizaciôn directa de las muestras de orina.
Las muestras de orina con o sin analito se prepararon anadiendo 4.0 mL de sulfato 
de anfetamina o clorhidrato de metanfetamina (1 g/mL) o agua destilada a 100 mL de orina. 
A 1 mL de orina (con y sin anfetamina) se adicionô 1 mL de tampôn de pH 7.5 y 1 mL de 
NQS (0.5%) siendo el volumen final de 3 mL. Posteriormente, se procediô a realizar la 
derivatizaciôn y extracciôn del producto de reacciôn tal y como se ha indicado para las 
disoluciones patrôn (pagina 8 8 ).
Procedimiento I I  - Precipitaciôn de los componentes endôgenos de la orina
Se partiô de diferentes muestras de orina. Para cada una de ellas, a 100 mL (con o 
sin anfetamina) se anadiô NaOH IM . La muestra résultante se centrifugô y un volumen 
conocido del sobrenadante se llevô a pH 7.5. Final mente, a 1 mL de la orina asi tratada, se 
le anadiô 1 mL de tampôn de pH 7.5, cantidades variables de sulfato de anfetamina a partir 
de una disoluciôn patrôn de 200 /xg/mL y 0.5 mL de reactivo NQS (1.0%), siendo el 
volumen total de 3 mL. El procedimiento de derivatizaciôn y extracciôn del producto de 
reacciôn se realizô tal y como se ha indicado anteriormente.
Procedimiento I I I  - Extracciôn sôlido-liquido
Las muestras para el anal is is fueron preparadas adicionando a 10.0 mL de orina, ImL 
de una disoluciôn acuosa de concentraciôn 110 /xg/mL de sulfato de anfetamina o clorhidrato 
de metanfetamina o agua destilada en el caso del blanco de orina, de forma que la 
concentraciôn final en la muestra fue de aproximadamente 10 /xg/mL. Se han util izado 
columnas de extracciôn en fase sôlida de tipo Bond-Elut C l8 , C8 , C2, CH, PH y CN
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(Scharlau), con una capacidad de carga de 100 mg/mL. Estas columnas fueron activadas con 
500 fiL  de metanol, y seguidamente 500 fxL de agua destilada para evitar el contacto directo 
del metanol con la muestra. A continuaciôn se eluyen 2 mL de muestra de orina, la matriz 
de la muestra se élimina lavando con 2.5 mL de agua destilada. Los analitos retenidos en la 
columna son eluidos con 1.0 mL de metanol. Para pasar los disolventes y las muestras a 
través de la columna se aplicô pres ion con una jeringa conectada a esta mediante un 
adaptador. A las disoluciones de MeOH résultantes se les anade 50 /-iL de una disoluciôn de 
EtOH:HCl (6:1), siendo posteriormente llevadas a sequedad. Las muestras fueron 
reconstituidas en 1.0 mL de agua destilada, 1.0 mL de tampôn dihidrogeno/monohidrogeno 
fosfato pH 7.5 o tampôn bicarbonato/carbonato pH 10 y 1.0 mL de reactivo NQS (0.5%). 
Finalmente, las muestras se procesaron de acuerdo con el procedimientos descrito para las 
disoluciones patrôn (pagina 8 8 ).
Una vez utilizadas, las columnas fueron regeneradas haciendo pasar 2 mL de metanol, 
y seguidamente 1 mL de agua, para eliminar los posibles compuestos de baja y alta 
polaridad, respectivamente, que se pudieron quedar retenidos.
Procedimiento IV  - Extracciôn liquido-liquido.
En base al procedimiento descrito por Endo y col.(57) se realizô la extracciôn 
utilizando n-hexano. Para ello, se tomaron volûmenes de orina de 5 o 10 mL a los que 
previamente se adicionô una cantidad conocida de sulfato de anfetamina o clorhidrato de 
metanfetamina a partir de una disoluciôn patrôn de 100 fig/mL o agua en el caso de los 
blancos de orina. El procedimiento de extracciôn se realizô en medio bâsico, en este caso se 
anadiô 0.1 mL de amoniaco concentrado por cada 5 mL de orina, alcanzandose un valor de 
pH prôximo a 10. A continuaciôn los 5 o 10 mL de la orina fueron extraidos en 5 o 10 mL 
de n-hexano con agitaciôn mecânica, con posterior centrifugaciôn para eliminar la emulsiôn 
formada entre ambas fases. El procedimiento de extracciôn se realizô 3 veces, disponiendo 
al final de un volumen total de 15 o 30 mL de n-hexano al que se le adicionô 50 o 100 /xL 
de una disoluciôn de EtOH-HCl (6:1). Estos extractos se evaporaron con rotavapor y el 
residuo obtenido se regenerô en 1.0 mL de agua destilada al que se anadiô 1.0 mL de tampôn 
pH 7.5 o pH 10.0 y 1.0 mL de NQS (0.5%). Las mezclas asi preparadas fueron tratadas 
segùn el procedimiento descrito para los patrones (pagina 8 8 ).
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S.4.2.2.- Resultados y discusiôn
3.4.2.2.1.- Sin tratamiento preliminar
Cuando las muestras de orina no se sometieron a ningûn tipo de tratamiento la 
interferencia de blanco de orina fue la que se muestra en la Figura 37a. Al comparar la 
sensibilidad obtenida (5.92x10'^) en presencia de anfetamina con la correspondiente a las 
diso'luciones patrôn, se observa una disminuciôn de este parâmetro (Tabla 9, pagina 105). 
Por ello, aunque la utilizaciôn directa de las muestras de orina supone un importante ahorro 
de tiiempo en el anâlisis, no es recomendable este procedimiento dada su baja sensibilidad si 
bieni los resultados obtenidos son aceptables en el intervalo de concentraciôn (30-100 /^g/mL).
1.40 '
1.20
0.80
I  0 .60
0 .40
0.20
0.00
ISO 200I 300 
LoQ gHud de onda  (n m )
400 500 600 700
FIGUJRA 37. Blancos de orina, medidos frente a blanco reactivo, para los distintos tipos de tratamientos de 
muesttra ensayados. a) Utilizaciôn directa V =  1.0 mL, b) Con precipitaciôn de los componentes endôgenos
V = 1..0 mL, c) Con extracciôn sôlido-liquido V = 2 .0  mL, d) Con extracciôn llquido-llquido (3 extracciones)
V = 5).0 mL. Cond: NQS 6.4x10'^ M , temp. 70°C 30 min pH = 7.5.
3.4.2.2.2.- Precipitaciôn de los componentes endôgenos de la orina.
Al realizar la precipitaciôn de componentes endôgenos de la orina, no se observaron 
di ferre ne ias apreciables en cuanto a la respuesta del blanco de orina en relaciôn a la serial 
obteinida en el procedimiento I (Figura 37). La sensibilidad en presencia de anfetamina 
tamboién es menor que la correspondiente a disoluciones patrôn aunque mayor que la obtenida 
con (el procedimiento I. Los componentes endôgenos de la orina al reaccionar con el reactivo 
NQSS, presentan un espectro muy similar al obtenido para el producto de reacciôn anfetamina-
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NQS consumiendo reactivo (Figura 25 pâgina 80). Para comprobar este supuesto, se adicionô 
reactivo después de extraer los productos de reacciôn. Las muestras fueron nuevamente 
calentadas a 70°C durante 30 min. y extraidas en disolvente orgânico, permitiendo que la 
anfetamina existente en la fase acuosa que no habia reaccionado anteriormente lo hiciera, de 
modo que al realizar la segunda extracciôn se comprueba que la reacciôn entre el NQS y la 
anfetamina ha tenido lugar. Anâlogamente, también se observa que el blanco de la orina sin 
anfetamina tanto en la primera como en la segunda extracciôn son iguales. Dichos resultados 
indican que independientemente de la cantidad de compuestos endôgenos de la orina que 
hayan reaccionado, la senal analitica que se obtiene en la fase orgânica es constante, 
habiéndose producido por tanto una saturaciôn de la fase orgânica respecto los componentes 
endôgenos de la orina.
A la vista de los resultados, se ensayô una concentraciôn de reactivo de 12.6x10  ^M. 
La utilizaciôn de mayor cantidad de reactivo aumentô la senal correspondiente al blanco 
reactivo (debido a la relaciôn lineal existente entre la concentraciôn de reactivo y la cantidad 
de éste que se extrae en la fase orgânica) sin embargo la interferencia correspondiente al 
blanco de orina es similar a la obtenida con los otros procedimientos (Figura 37). En estas 
condiciones la sensibilidad aumenta, y la pendiente del método de adiciôn estândar 
(m =0.01718) es similar a la obtenida en la curva de calibrado con patrones utilizando 
cloroformo como disolvente de extracciôn del producto de reacciôn (Tabla 9). Estos 
resultados indicarîan la ausencia de efecto matriz. Sin embargo, tal como se muestra en la 
Figura 38 el blanco de orina introduce un error sistemâtico de tipo constante que debe de ser 
evaluado para la determinaciôn de anfetamina exenta de error en la muestra. En este caso, 
corrigiendo el error introducido por el blanco de orina, la concentraciôn de anfetamina 
présente en muestras de orina puede ser determinada con una desviaciôn estândar del 2  % 
para un intervalo dinâmico de concentraciones de 30-100 /^g/mL.
3.4.2.2.3.> Extracciôn sôlido-liquido
Al igual que en los procedimiento descritos anteriormente, la extracciôn en fase sôlida 
no ha permitido la eliminaciôn de la interferencia del blanco de orina (Figura 37). Todas las 
columnas ensayadas dieron blancos de orina similares, siendo iguales entre si e iguales a las 
obtenidas mediante la aplicaciôn de los procedimientos I y IL Sin embargo, en este caso la 
sensibilidad obtenida en presencia de analito es considerablemente mayor. Teniendo en cuenta
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la interferencia del bianco de orina y por sustituciôn de la senal analitica en la curva de 
calibrado de les patrones, se calcularon les porcentajes de recuperaciôn del analito. En la 
Tabla 10 se muestran les porcentajes de recuperaciôn de anfetamina y metanfetamina para 
las distintas columnas ensayadas. Como puede observarse, en todos los casos independiente- 
mente de la columna y para ambos analitos se obtuvieron porcentajes de recuperaciôn 
mayores al 80% para un volumen de muestra de 2 mL. La utilizaciôn de mayores volûmenes 
de orina (4.5 mL) ensayados con el objeto de alcanzar los limites de detecciôn requeridos no 
aumenta considerablemente la senal correspondiente al blanco de orina sin embargo la 
dispersiôn de resultados es significativamente superior.
TABLA 10. Porcentajes de recuperaciôn de anfetamina y metanfetamina utilizando distintos tipos de columnas 
de extracciôn en fase sôlida.
Columna Anfrtamina Metanfetamina
es 8 6 ± 1 74±18
C18 92 ±13 97±4
C2 76±8 86±3
CH 77±1 76+2
PH 85±7 8 6  ± 8
CN 81 + 2 96+4
3.S.2.2.4.- Extracciôn b'quido-liquido
Al igual que en los otros procedimientos estudiados, existe una interferencia de blanco 
de orina (Figura 37). La interferencia de la orina es similar a la obtenida en los otros 
procedimientos si bien el volumen de orina tomado es superior.
De acuerdo con Endo y col.(57), la realizaciôn de très extracciones consecutivas 
permite obtener una recuperaciôn de aproximadamente del 1(X) %, (Tabla 11) tanto en el caso 
de anfetamina como de metanfetamina, dado que las pendientes correspond lentes a la adiciôn 
estandar son similares a las de la curva de calibrado con patrones. Mientras que si la 
extracciôn se realiza dos veces el porcentaje de recuperaciôn disminuye aproximadamente un 
20% en el caso de anfetamina y menos de un 10% cuando se trata de metanfetamina. Del 
mismo modo cuando la extracciôn se realiza con un volumen la mitad al de la muestra inicial 
el porcentaje de recuperaciôn es todavia menor disminuyendo aproximadamente un 30%.
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Estos han sido obtenidos por comparacion de las pendientes obtenidas en cada caso con las 
pendientes correspondientes a la curva de calibrado con patrones. Aunque la realizaciôn de 
dos extracciones en lugar de très impi ica obtener menores porcentajes de recuperaciôn, se 
ha seleccionado esta opciôn debido a que la interferencia del blanco de orina es ligeramente 
inferior y la cantidad de disolvente a evaporar es menor, siendo el procedimiento mas râpido.
Cuando la muestra es extraida con n-hexano aunque el volumen de orina utilizado 
(5 mL) es superior que para el resto de los tratamientos, la sensibilidad obtenida es mayor 
(Figura 38A) debido a que parte de las sustancias que pueden interferir en la determinaciôn 
han sido eliminadas, existiendo mayor cantidad de reactivo disponible para reaccionar con 
la anfetamina présente en la muestra coincidiendo estos resultados con los obtenidos en 
presencia de mayor cantidad de reactivo. Cuando se représenta la absorbancia de la muestra 
restandole el blanco correspond iente de orina (Figura 38B) la ordenada en el origen obtenida 
es prôxima a cero, indicando por tanto que la orina introduce un error de tipo constante en 
la determinaciôn y por ello es necesario evaluar lo previamente a la determinaciôn.
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FIGURA 38. Representaciôn de la absorbancia a 450 nm vs concentraci(3n de anfetamina, cuando la muestra 
ha sido procesada con distintos tipos de tratamiento. A) Sin restar el blanco de orina B) restando el blanco de 
orina. Con precipitaciôn de los componentes endôgenos a) NQS 0.5%, b) NQS 1.0% , c) con extracciôn 
lîquido-lîquido 3 veces consecutivas. Condiciones NQS 6.4x10  ^ M, temp. 70 °C 30 min.
En la Tabla 11 se muestran los porcentajes de recuperaciôn obtenidos mediante los 
diversos procedimientos ensayados. Como se puede observar tanto para anfetamina como 
metanfetamina, los mejores resultados son obtenidos mediante la utilizaciôn de la técnica de
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extracciôn liquido-liquido très veces consecutivas. No obstante con la extracciôn sôlido- 
liquido se obtienen buenos porcentajes de recuperaciôn sin embargo no ha sido aplicable a 
la determinaciôn espectrofotométrica de estas am inas dada la dispersiôn de resultados 
obtenidos en relaciôn al blanco de orina si se utiliza 4.5 mL de orina.
TABLA 11. Porcentajes de recuperaciôn obtenidos para anfetamina y metanfetamina utilizando varios 
tratamientos preliminares de muestra.
Porcentajes de recuperaciôn obtenidas para los di versos tipos de 
tratamiento
Tratamiento Anflamina M^anflamina
Sin tratamiento 32
Con precipitaciôn de 
los compontes 
endôgenos
NQS 0.5% 50
NQS 1.0% 94
Extracciôn Ifquido- 3 extracciones 99.0 1 0 2 . 0
Hquido
2  extracciones 76± 5 92±8
Extracciôn sôlido-lfquido (C l8 ) 92 ± 13 97 ± 4
B.4.2.3.- Conclusiones
Independientemente del tratamiento previo de la muestra, precipitaciôn, extracciôn 
liquido»-lîquido, extracciôn sôlido-liquido, las ordenadas en el origen de las rectas de 
calibrado obtenidas al derivatizar con NQS, han coincidido con el blanco de orina 
correspond iente. Estos valores han sido similares para diferentes volûmenes de muestra 
tomados. Dependiendo de las concentraciones existentes en la muestra podremos utilizar un 
tipo de tratamiento u otro. No obstante, dado que las concentraciones de anfetamina y 
metanfetamina en orina suelen ser bajas, parece en principio recomendable seleccionar la 
extracciôn lîquido-lîquido con n-hexano como tratamiento previo de muestras puesto que 
permite obtener limites de cuantificaciôn y detecciôn mas bajos utilizando el procedimiento 
extract(D-colorimétrico.
Si se incorpora una etapa de separaciôn tal es el caso de la utilizaciôn de la técnica 
CLAR se tendra que considerar también la extracciôn sôlido-lîquido y estudiar cual de los 
procediimientos résulta mas ventajoso.
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3.4.3.- Etapa de calibracion para muestras reales 
Caracterizacion de errores sistemàticos
3.4.3.1.- Blanco de orina
Del apartado anterior se dériva que el blanco de orina contribuye a la senal analitica 
total, por lo que en esta secciôn se caracteriza el tipo de error sistemâtico que introduce, 
apuntando soluciones para eliminarlo en medios de pH 7.5 y 10.0.
3.4.3.1.1.- Influencla de! disolvente
Procedimiento experimental
Se han ensayado como disolventes de extracciôn de los productos de reacciôn con 
NQS, cloroformo, acetato de etilo:n-hexano (1:1), alcohol isoamilico y acetato de etilo. Las 
muestras de orina han sido tratadas segûn los procedimientos de derivatizaciôn descritos en 
la pagina 8 8 . El tratamiento preliminar de la muestra ha sido la extracciôn liquido-liquido 
con n-hexano (pagina 107).
Los espectros han sido registrados frente a blanco disolvente en el caso de las 
muestras de orina sin analito y blanco de orina en las muestras que contenian las drogas. Las 
muestras de orina tratadas corresponden a sujetos normales.
Resultados y discusiôn
En la Figura 39A se muestran los espectros de absorciôn de muestras de orina 
sometidas a extracciôn lîquido-lîquido con n-hexano y derivatizaciôn con NQS a pH 7.5 
(70°C, 30 min.), la menor senal analîtica se obtiene utilizando como disolvente de extracciôn 
de los productos de reacciôn una mezcla n-hexano:acetato de etilo (1:1). La utilizaciôn de 
disolventes de mayor polaridad aumenta la extracciôn de los productos endôgenos de la orina, 
el caso mas extremo y negativo lo constituye el alcohol isoamîlico. De ahî se puede derivar 
que no sera factible la determinaciôn de efedrina en muestras de orina en condiciones 
ôptimas, ya que este es el disolvente mas adecuado para la extracciôn de los derivados NQS- 
efedrina, si bien sî sera factible en preparados farmacéuticos como se demostrarâ en un 
apartado posterior de esta memoria. Tampoco sera posible su determinaciôn en los niveles
113
exigidos en el anâlisis de muestras de orina empleando los demâs disolventes de extracciôn, 
lo que esta de acuerdo con la bibliografîa (67-73).
Los espectros de absorciôn de muestras de orina tratadas con derivatizaciôn a pH 10.0 
(45 y 5 min.) presentan con las mismas caracteristicas que los expuestas tal como se 
refleja en la Figura 39C.
La Figura 39 corresponde a los espectros de absorciôn del producto NQS-anfetamina 
y NQS-metanfetamina en los diferentes disolventes ensayados, la forma de éstos es semejante 
a la obtenida con patrones aportando el cloroformo la mayor sensibilidad. Sin embargo, se 
selecciona la mezcla n-hexano:acetato de etilo ( 1 : 1) con el propôsito de disminuir la 
interferencia introducida por la orina aunque ello suponga una ligera pérdida en la 
sensibilidad del método. La cantidad de disolvente a utilizar deberâ ser igual al volumen de 
partida (3 mL) ya que volûmenes inferiores afectan negativamente al porcentaje de 
recuperaciôn.
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FIGURA 39. Espectros de absorciôn del blanco orina (medido frente blanco disolvente) utilizando distintos 
disolventes de extracciôn del producto de reacciôn a) n-hexano:acetato de etilo ( 1 :1 ), b) cloroformo, c) acetato 
de etilo, d) alcohol isoamilico. Las muestras de orina han sido previamente extraidas con n-hexano (3 extrac­
ciones). Condiciones: NQS 6.4xlO^M, pH 7.5,Temp.70°C, 30min., A) NQS, B) NQS-anfetamina 15.8 mg/L. 
pH 10.0, Temp. 45°C, 5 min., C) NQS, D) NQS-anfetamina 12.9 mg/L y NQS-metanfetamina (1) 12.9 mg/L.
3.4.3.1.2.- Caracterizacion del comportamiento del blanco de orina en la etapa 
de calibracion por el método de adiciôn estandar del punto H
Procedimiento experimental
A muestras de orina (100 mL) se adicionô 1 mL de una disoluciôn patron de sulfato 
de anfetamina (465 /xg/mL) 6  clorhidrato de metanfetamina (505 ^g/mL) 6  1 mL de agua 
destllada (en el caso del blanco de orina), de forma que la concentracion final en la muestra 
fue de aproximadamente 4.6 ^g/mL de anfetamina o 5.0 /xg/mL de metanfetamina. A partir 
de esta muestra se tomaron alicuotas de 5 o 10 mL, a las que se anadieron volûmenes 
variables de sulfato de anfetamina (232 mg/L) o clorhidrato de metanfetamina (250 mg/L) 
o agua destilada (en el caso del blanco de orina) has ta complétât un volumen de 5.3 o 10.6 
mL. Seguidamente, se anadiô 0.1 6  0.2 mL de amoniaco concentrado y se procediô a la 
extracciôn de los analitos de acuerdo con el procedimiento de extracciôn liquido-liquido 
(realizândose la extracciôn con n-hexano dos o très veces consecutivas). Disponiendo al final 
de un volumen total de 16 o 32 mL de n-hexano al que se adicionô 50 o 100 /xg/mL de una
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disoluciôn de EtOH-HCl (6:1). Estos extractos se evaporaron utilizando un rotavapor y el 
residoio obtenido se regenerô en 1.0 mL de agua destilada, en el caso de la determinaciôn de 
anfetamina se anadiô 1.0 mL de tampôn de pH 7.5 y 1.0 mL de reactivo NQS (0.5%). La 
mezc la résultante se calentô a 70°C durante 30 min. Mientras que en la determinaciôn de 
metanfetamina y también para anfetamina, el residuo obtenido se regenerô igualmente con
1.0 nnL de agua destilada, al que se anadiô 1.0 mL de tampôn de pH =  10 y 1.0 mL de NQS 
(0.5%), la mezcla résultante en este caso se calentô a 45 °C durante 5 min. En ambos casos, 
las nnuestras se enfriaron a temperatura ambiente durante 5 min. y posteriormente los 
productos de reacciôn fueron extraidos en n-hexano:acetato de etilo ( 1 : 1 ).
Resultados y discusiôn
Anâlogamente al estudio sobre el blanco reactivo por el método de adiciôn estandar 
del piunto H, se ha estudiado el comportamiento del blanco de orina. En la Figura 40, se 
muesitran los blancos de orina interno y externo obtenidos para dos muestras diferentes 
some:tidas a extracciôn previa con n-hexano y posterior derivatizaciôn con NQS (A,B), como 
puede observarse los blancos obtenidos son diferentes a longitudes de onda menores de 430 
nm. IDel mismo modo al comparar los blancos internes y externes para cada una de las 
muesitras de orina se observa que éstos presentan diferencias, sin embargo para longitudes 
de onida comprendidas entre 430 y 480 nm ambos blancos son iguales, tal que al representar 
el cocciente entre el blanco externo e interne (Figura 40) se aprecia que en este intervale de 
longittudes de onda son coïncidentes entre si para las dos réplicas ensayadas. Estos resultados 
indican que ésta séria la zona mas idônea para la determinaciôn de analito, correspond iendo 
a la regiôn del espectro donde aparecen los maximes del producto de reacciôn NQS- 
anfetamina, tal como se concluyô en el apartado al respecte sobre la influencia del reactivo 
en la etapa de calibraciôn con disoluciôn patrôn (pagina 103).
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FIGURA 40. (A) y (B) representaciôn de los 
blancos intemos y extemos para dos calibrados 
de anfetamina en muestras de orina. (C) Cocien- 
te entre el blanco intemo y externo para dos 
réplicas ensayadas.
3.4.3.1.3.- Método de Youden. Estudio y evaiuacion del error sistemâtico 
constante
Procedimiento experimental
El método de Youden ha sido aplicado a muestras de orina (con y sin analito). A 1(X) 
mL de muestra de orina se anadiô 1 mL de sulfato de anfetamina o clorhidrato de metanfe-
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tamiina o agua destilada (en el caso de los blancos de orina), se tomaron volûmenes variables 
de 2, 5, 6 , 8  y 10 mL (conteniendo concentraciones de anfetamina de 5.95 a 29.74 /xg/mL 
o de 3.4 a 16.8 ^g/mL de metanfetamina). Estas muestras se sometieron a extracciôn con 
n-hexano y derivatizaciôn, siendo procesadas segûn los procedimientos descritos anteriormen- 
te.
Resultados y discusiôn
La aplicaciôn del método de Youden permite evaluar la existencia de errores 
sistemàticos constantes cuando la matriz y el analito estan présentes en la muestra. El valor 
del tblanco total de Youden (TYB) se obtiene a partir de la ordenada correspond iente a la 
representaciôn de la curva de calibrado (senal analîtica vs concentraciôn en la muestra), este 
valoir représenta el error constante del método correspond iente a una concentraciôn de analito 
en l;a muestra de cero, siendo independiente del tamano de muestra utilizado y no es 
atribuible al analito. Cuando el valor del TYB es diferente de cero, las medidas analîticas 
deben de ser corregidas con el fin de evitar la existencia de errores sistemàticos constantes 
en la  determinaciôn del analito.
En la Figura 41 se muestran las representaciones del método de Youden para (A) 
muestras de orina en presencia y ausencia de anfetamina (B) muestras de orina en presencia 
y ausencia de metanfetamina.
En el caso de muestras de orina sin anfetamina mediante la aplicaciôn del método de 
Youden se obtiene una senal analîtica constante para todos los volûmenes de muestra 
ensa^yados (0.037±0.002 n = 8 ), indicando que ésta introduce un error constante que a su vez 
es inidependiente del volumen de muestra, lo que indicarîa que se produce una saturaciôn de 
la fase orgânica respecto aquellas sustancias de la orina que son extraîdas. En presencia de 
anfettamina, mediante la aplicaciôn de este método se obtiene una ordenada en el origen 
diferrente de cero (TYB=0.042). Como puede observarse, los valores obtenidos en muestras 
de orrina con y sin anfetamina son similares.
Anâlogamente, en el caso de muestras sin metanfetamina al aplicar el método de 
Youden se obtiene también un valor de senal constante independientemente del volumen de 
orina ensayado (0.059 ±  0.001 n=5). En presencia de metanfetamina, mediante la aplicaciôn 
de esste método se obtiene una ordenada en el origen diferente de cero (TYB =0.056).
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Los resultados obtenidos tanto en la determinaciôn de anfetamina como en la de metanfetami­
na indican la existencia de un error sistemâtico constante debido a otras sustancias présentés 
en la muestra y que tal error es independ iente del volumen de muestra.
Los valores de TYB obtenidos en la determinaciôn de metanfetamina son ligeramente 
superiores a los obtenidos en la determinaciôn de anfetamina, esto indica que en condiciones 
de pH 10 la interferencia correspondiente a los componentes endôgenos extraidos de la orina 
es ligeramente superior.
Volumen de orina (mL)
0.3
0.2
0.0
Volumen de orina (mL)
FIGURA 41. Representaciôn de la variaciôn de la absorbancia (450 nm) en funciôn del volumen de muestra, 
para muestra en presencia y ausencia de amina A)anfetamina, B)metanfetamina. Condiciones: NQS 6.4xlO^M, 
A) Temp.70°C, 30 min. tampôn pH 7,5, B) Temp.45°C, 5 min., tampôn pH 10.0. Extracciôn de la orina con 
n-hexano y el producto de reacciôn con n-hexano:acetato de etilo ( 1 :1 ).
3.4.3.1.4.- Estudio de la posibilidad del use de un placebo para corregir el error 
sistemâtico constante
A la vista de los resultados obtenidos en los apartados anteriores, se ensayaron 
diferentes muestras de orina de sujetos normales con el objeto de proporcionar una alternativa 
a la utilizaciôn del método de Youden para evaluar el error sistemâtico constante introducido 
por la orina en estas determinaciones.
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Procedimiento experimental
Se tomaron 5 mL de 15 muestras diferentes de orina (sin anfetamina) que fueron 
procesadas en las condiciones de pH 7.5, 70°C y 30 minutos y 12 se trataron a pH 10.0, 
45°C, 5 minutos. En ambos casos estas se trataron previamente con extracciôn liquido- 
liquido en n-hexano. También se ensayô un volumen de 10.0 mL orina. Todas las muestras 
fueron procesadas de acuerdo con el procedimiento descrito en la pagina 107.
Resultados y discusiôn
Cuando las muestras de orina (5 mL) se procesan a pH 7.5 la senal analîtica a la 
longitud de onda de trabajo (X= 450 nm) es similar para todas ellas (n=15, 
nm=0.035±0.007). A pH 10 sucede lo mismo (n=12, Ax=45onm= 0.0615±0.0095). Cuando 
se parte de 10 mL a pH 7.5 la absorbancia (n=12, Ax=450 mn= 0.037±0.007) y a pH 10 
(n= 12, Ax=450 nm= 0.063±0.01). Estos valores indican que la senal proporcionada por la 
orina es independiente del volumen de ésta tomado y coinciden con los calculados a partir 
del método de Youden. La senal analîtica correspondiente al blanco de orina introduce un 
error constante que es prâcticamente independiente de la muestra, permitiéndonos usar la 
orina de un individuo normal como placebo, constituyendo otra posibilidad de correcciôn del 
error sistemâtico constante en la determinaciôn de anfetamina y metanfetamina en muestras 
de orina.
3.4.3.2.- Método de Adiciôn Estandar, efecto matriz. Estudio del error 
sistemâtico proporcional
Procedimiento experimental
Se partiô de diferentes muestras de orina. A 100 mL de orina se adicionô 1 mL de 
disoluciôn patrôn de sulfato de anfetamina (465 /xg/mL) o clorhidrato de metanfetamina (505 
jxgImL) o 1 mL de agua destilada (en el caso del blanco de orina), de forma que la 
concentraciôn final en la muestra fue de aproximadamente 4.6 iig lm L  de anfetamina o 5 
fxglmL de metanfetamina. De esta muestra se tomaron alîcuotas de 5 o 10 mL, a las que se 
anadieron volûmenes variables de sulfato de anfetamina o clorhidrato de metanfetamina o 
aguai destilada (en el caso del blanco de orina) hasta completar un volumen de 5.3 o 10.6 
mL. Seguidamente, se anadiô un volumen de 0.1 o 0.2 mL de amonîaco concentrado y se
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procediô a la extracciôn de los analitos de acuerdo con el procedimiento de extracciôn 
liquido-liquido (realizândose la extracciôn con n-hexano dos o très veces consecutivas), 
disponiendo al final de un volumen total de 16 o 32 mL de n-hexano al que se adicionô 50 
o 100 fiL  de una disoluciôn de EtOH-HCl (6 :1). Estos extractos fueron evaporados utilizando 
un rotavapor y el residuo obtenido fue regenerado en 1.0 mL de agua destilada, en el caso 
de la determinaciôn de anfetamina se anadiô 1.0 mL de tampôn de pH=7.5 y 1.0 mL de 
NQS (0.5%). La mezcla résultante se calentô a 70°C durante 30 min. En el caso de la 
determinaciôn de metanfetamina el residuo obtenido se regenerô igualmente con 1.0 mL de 
agua destilada, al que se anadiô 1.0 mL de tampôn de pH 10 y 1.0 mL de NQS (0.5%), la 
mezcla résultante se calentô a 45 °C durante 5 min. En estas mismas condiciones se ensayô 
también la anfetamina. En ambos casos, las muestras se enfriaron a temperatura amb iente 
durante 5 min. y posteriormente los productos de reacciôn fueron extraidos en n-hexano:ace­
tato de etilo ( 1 : 1).
Resultados y discusiôn
Se aplicô el método de adiciôn estandar con el fin de determinar la existencia o no 
de errores sistemàticos proporcionales. En el caso en que las muestras de orina se sometieron 
a très extracciones con n-hexano, mediante la aplicaciôn del método de adiciôn estandar, la 
pend iente de la recta obtenida para la determinaciôn de anfetamina (pH=7.5) fue 
m =0.01439 (Volumen de orina 5.0 mL) y m =0.01432 (Volumen de orina 10.0 mL) y para 
la determinaciôn de metanfetamina (pH =  10.0) m=0.02172 (5.0 mL de orina) siendo en 
ambos casos similares a las obtenidas con patrones (Tabla 9). Por tanto se puede concluir que 
esta determinaciôn esta exenta de error sistemâtico proporcional. Cuando las muestras de 
orina fueron extraîdas dos veces consecutivas, con el objeto de que la contribuciôn a la senal 
analîtica de los compuestos endôgenos de la orina sea menor y de acortar el tiempo de 
anâlisis, las pendientes que se obtuvieron mediante la aplicaciôn del método de adiciôn 
estândar fueron inferiores (m=0.011 ±0.001 y 0.0194 ±  0.0017 n=5, para anfetamina y 
metanfetamina, respectivamente), correspondiéndoles en estos casos un porcentaje de 
recuperaciôn de anfetamina de 76±5% a pH 7.5 y de 77±5 % a pH 10, y de metanfetamina 
92 ±  8 % (los porcentajes de recuperaciôn se calcularon mediante la comparaciôn de las 
pendientes obtenidas con las correspondientes a la curva de calibrado con patrones).
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Por otra parte en base al método establecido por Cardone (101), también se pudo 
evalluar el valor del TYB aplicando el método de adiciôn estandar para dos volûmenes de 
muestra diferentes, tomândose en este caso volûmenes de 5.0 y 10.0 mL de muestra. En la 
Figura 42 se muestra la representaciôn de la senal analîtica frente cantidad de analito anadido 
a la muestra/cantidad de analito en la muestra obtenida utilizando volûmenes de muestra de
5.0 y 10.0 mL de orina a los que se anadiô previamente analito.
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FIGIURA 42. Representaciôn de la variaciôn de la absorbancia (450 nm) en funciôn de cantidad de analito 
anadiido en la muestra/ cantidad de muestra. Condiciones: NQS 6.4xlO'^M, Temp.70°C, 30 min. tampôn pH 
7.5, Extracciôn de la orina con n-hexano y el producto de reacciôn con n-hexano:acetato de etilo (1:1).
Como puede verse en la Figura 42 (correspondiente a la determinaciôn de anfetamina) 
las (dos rectas se cortan en un punto cuyo valor de la ordenada corresponde al blanco total 
de Wouden, siendo en este caso el valor obtenido de 0.043. Como puede observarse este 
valo)r es similar al evaluado mediante la aplicaciôn del método de Youden (Figura 41 A). El 
puntto de corte entre ambas rectas, también permite determinar la concentraciôn de analito 
en ka muestra por extrapolaciôn en el eje de abcisas. La concentraciôn obtenida fue de 4.8 
/xg/miL siendo la concentraciôn real en la muestra de 4.6 ^g/mL.
3.4.3.3.- Exactitud y precision de las determinaciones de anfetamina y 
metanfetamina
Los resultados obtenidos mediante la aplicaciôn del método de adiciôn estandar y el 
métcodo de Youden indican que tanto la determinaciôn de anfetamina como la de metanfetami-
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na en muestras de orina estan exentas de error sistemâtico proporcional mientras que 
presentan error sistemâtico constante. Por lo tanto, para determinar la concentraciôn de 
anfetamina o de metanfetamina présente en la muestra libre de este error serâ necesario 
determinar el valor del TYB. Podremos calcular la concentraciôn de analito, por el método 
de adiciôn estândar o por interpolaciôn en la recta de calibrado construida a partir de 
patrones considerando el porcentaje de recuperaciôn en el tratamiento previo de la muestra 
substrayendo, en ambos casos, el valor del TYB o bien la senal analîtica obtenida a partir 
de un placebo.
Procedimiento experimental
Corresponde al procedimiento descrito para la adiciôn estândar (pâgina 120).
En relaciôn a la determinaciôn de metafetamina en presencia de anfetamina se han preparado 
muestras sintéticas con distintas relaciones de concentraciôn anfetamina:metanfetamina. A 
un volumen constante de esta disoluciôn se le ha anadido volûmenes variables de una 
disoluciôn patrôn de metanfetamina, 1.0 mL reactivo NQS (0.5%), 1.0 mL de tampôn de 
bicarbonato de pH = 10.0 y volûmenes variables de agua destilada hasta completar un 
volumen de 3.0 mL. La muestra résultante se ha calentado durante 5 minutos a la 
temperatura de 45 °C, se ha dejado enfriar durante 5 minutos y el producto de reacciôn ha 
sido extraîdo en 3.0 mL de una mezcla de n-hexano:acetato de etilo (1:1), siendo agitada 
(agitaciôn mecânica) durante 2.0 minutos. Finalmente, se han separado ambas fases, 
registrândose la senal analîtica de la fase orgânica en el intervalo de 190-820 nm.
Anâlogamente, también se han estudiado muestras de orina a las que previamente se les ha 
adicionado una cantidad conocida de anfetamina y metanfetamina a partir de las disoluciones 
patrôn de las mismas (estando las concentraciones dentro de los niveles terapéuticos). A 
alîcuotas de 5.0 mL de la muestra de orina résultante se han adicionado volûmenes variables 
de metanfetamina a partir de un disoluciôn patrôn de la misma o agua destilada hasta 
completar un volumen de 5.3 mL. Las muestras de orina han sido sometidas a extracciôn 
lîquido-lîquido segûn el tratamiento de la muestra de orina descrito anteriormente y 
finalmente derivatizadas y extraîdos los productos de reacciôn tal y como se ha indicado en 
el procedimiento de las disoluciones patrôn. Se ha tomado como senal analîtica la absorbancia 
de las muestras a 450 nm. Se realizaron réplicas de muestras que contenîan concentraciones
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del orden de 5 /^g/mL en anfetamina o metanfetamina, midiéndose la senal analîtica en el 
mismo dîa y en dîas sucesivos.
Resultados y  discusiôn
En las Tablas 12 y 13 se muestran las concentraciones de anfetamina (12A, 13A) y 
metanfetamina (12B, 13B) calculadas mediante la aplicaciôn de método de adiciôn estândar 
y la calibraciôn con patrones considerando el % de recuperaciôn, y tomando como blanco 
de orina el valor obtenido de la aplicaciôn del Youden. En todos los casos tanto en la 
deteirminaciôn de anfetamina como de metanfetamina se han obtenido errores relativos 
meniores del 1 0 % (errores aceptables en este tipo de determinaciones).
En las Tablas 12 y 13 también se muestran los resultados de concentraciones de 
anfeitamina o metanfetamina calculadas en muestras de orina mediante la aplicaciôn del 
método de adiciôn estândar y la curva de calibrado con patrones pero tomando como valor 
del tblanco de orina el valor del placebo obtenido a partir de distintas muestras de orina en 
auseincia de analito. Los resultados obtenidos son comparables con los obtenidos mediante 
la aplicaciôn del método de Youden. Por lo tanto, la utilizaciôn de un placebo (orina de un 
indiwiduo normal) constituye otra posibilidad para la determinaciôn de anfetamina o 
metmnfetemina en muestras de orina exenta de error.
Anâlogamente, la concentraciôn de estos analitos en muestras de orina también se ha 
podiido calcular utilizando los valores de absorbancia de una muestra (A^) con una 
conc:entraciôn desconocida de analito y con el valor de una muestra de referenda (A^) con 
una concentraciôn Q =  4- (conteniendo ambas muestras el mismo volumen de
mueîstra), siendo C„ la concentraciôn de analito desconocida y la concentraciôn de
analiito conocida que ha sido anadida a la muestra a partir de una disoluciôn patrôn de sulfato 
de amfetamina o de clorhidrato de metanfetamina. La senal analîtica de la muestra résultante 
vendirâ dada por A^= A„, +  A^dicu. siendo A  ^la senal analîtica correspondiente a Q. Por lo 
tantco la concentraciôn desconocida de analito en la muestra vendrâ dada por la ecuaciôn 4.
C „ = i^ J ( 'i r - '^ J ]C ,a ^ (e c u a c iâ n l)
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TABLA 12. Concentraciôn de A) anfetamina (pH 7,5 y pH 10) o B) metanfetamina encontrada en diferentes 
muestras de orina tomando volûmenes diferentes y mediante la aplicaciôn del método de adiciôn estândar. 
Condiciones: NQS 6.4x10  ^M. Las muestras de orina fueron extraidas dos veces consecutivas con n-hexano, 
(*) extracciôn con n-hexano très veces consecutivas, (**) Muestras de orina con anfetamina ensayadas en 
condiciones de pH 10.0, 45°C y 5 minutos.
A)
Muestra Volumen 
de orina 
tomado 
(mL)
Anfetamina 
anadida a la 
muestra de 
orina (mg/L)
Concentraciôn de anfetamina encontrada en 
muestras de orina aplicando MOSA (mg/L)
Youden E% Placebo E%
1 5 4.6 4.2 -8.7 4.2 -8.7
1 0 . 2 10.4 + 2 . 0 1 0 . 6 + 3.9
13.4 12.9 -3.7 13.2 -1.5
2 5 4.6 4.7 + 2 . 0 4.9 + 6.5
9.2 9.1 - 1 . 1 9.4 + 2 . 1
13.9 13.2 -5.0 13.4 -3.6
1 0 4.6 5.1 + 1 0 . 8 4.8 + 4.3
6.9 7.7 + 1 1 . 6 7.4 + 7.2
8 . 1 8.4 + 3.7 8.5 + 4.9
9.2 9.7 + 5.4 9.8 + 6.5
3 5(*) 1 0 . 0 10.7 + 7.0
14.2 15.4 + 7.0
2 0 . 0 19.5 -2.9
4 5 4.3 4.3 0 . 0
8 . 8 9.3 + 5.7
1 1 . 0 1 0 . 0 -9.1
5 5 4.6 4.5 -2 . 2
1 0 . 2 9.6 -5.9
13.4 12.9 -3.7
K**) 5 4.5 4.8 + 6 . 6 4.9 + 8 . 8
7.7 8.3 + 7.2 8.4 + 9.0
10.9 10.7 -1.9 1 0 . 8 -0.9
2 (*$) 5 4.5 4.7 + 4.4 4.8 + 6 . 6
7.7 7.8 + 1.3 7.9 + 2 . 6
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B)
Muestra Volumen 
de muestra 
tomado 
(mL)
MA
aAadida a 
la muestra 
de orina 
(mg/L)
Concentraciôn encontrada de metanfetamina en 
muestras de orina aplicando MOSA (mg/L)
Youden E% Placebo E%
1 5 5.0 5.0 0 . 0 4.8 -4.0
8 . 2 8 . 8 + 7.8 8 . 6 + 4.9
11.4 1 1 . 0 -3.5 1 0 . 8 -5.3
14.5 15.2 + 4.8 15.0 + 3.4
2 1 0 5.1 5.3 + 3.0 5.2 + 2 . 0
7.7 7.7 0 . 0 7.6 -1.3
13.0 1 2 . 8 -1.5 12.7 -2.3
3 1 0 5.1 5.0 + 2 . 0
13.0 14.1 + 8.5
4 5 4.3 4.4 + 2.4
7.2 6 . 8 -9.1
1 0 . 2 1 0 . 1 - 1 . 0
5 5 4.3 4.1 -4.7
7.2 7.0 -2 . 8
13.1 1 2 . 8 -2.3
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TABLA 13. Concentraciôn de A) anfetamina (pH 7.5 y pH 10) B) metanfetamina encontrada en diferentes 
muestras de orina tomando volûmenes diferentes y mediante la aplicaciôn de la curva de calibrado con patrones. 
Condiciones: NQS 6.4x10'  ^ M extrayendo el producto de reacciôn con n-hexano:acetato de etilo (1:1). Las 
muestras de orina han sido extraidas dos veces consecutivas con n-hexano, (*) extracciôn con n-hexano très 
veces consecutivas.(**) Muestras de orina con anfetamina ensayadas en condiciones de pH 10, 45°C y 5 
minutos.
A)
Muestra Volumen de 
orina  
tomado (m L)
Anfetamina anadida 
a las muestras de 
orina (m g/L)
Concentrack 
de orina (m;
in de anfetar 
g/L) apUcant 
pal
nina encontrada en muestras 
lo la curva de calibrado con 
trônes
Youden E% Placebo E%
1 5 4.6 4.3 -6.5 4.5 -2.3
10.2 10.8 +  5.9 11.0 +  7.8
13.4 13.3 -0.7 13.6 +  1.5
2 5 4.6 4.7 +  2.2 4.7 +  2.2
9.2 9.5 +  3.3 9.7 + 5.4
13.9 13.5 -2.9 13.8 -0.7
10 4.6 5.1 +  10.8 4.8 +  4.3
6.9 7.7 +  11.6 7.4 +  7.2
8.1 8.6 +  6.2 8.6 + 6.2
9.2 9.9 +  7.6 9.8 +  6.5
3 5 4.3 4.7 + 9.3
13.1 13.1 0.0
4 5 4.6 4.3 -6.5
10.2 10.3 +  1.0
13.4 13.1 -2.2
5 5 0 10.0 10.9 + 9.0
14.0 15.2 + 8.6
20.0 21.6 +  8.0
! ( * * ) 5 4.5 4.8 +  6.7 4.9 +  8.8
7.7 7.9 +  2.6 8.0 +  3.9
10.9 11.8 +  8.3 11.9 +  9.2
2 (** ) 5 4.5 4.4 -2.2 4.5 0.0
7.7 7.5 -2.6 7.7 0.0
B)
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Muestra Volumen de 
muestra de 
orina toma­
do (mL)
M A  anadida 
a la muestra 
de orina 
(mg/L)
Concentraciôn de metanfetamina encontrada en muestras de 
orina mediante la curva de calibrado con patrones (m g/L)
Youden E% Placebo E%
8.2 8.6 + 4.9 8.6 +  4.9
11.4 10.9 -4.4 10.7 - 6.1
14.5 15.1 +  4.1 14.9 +  2.8
10 5.1 5.5 +  7.8 5.4 5.9
7.7 +  1.3 7.7 0.0
13.0 12.9 - 0.8 12.8 -1.5
10 5.1 5.4 +  5.9
13.0 14.2 +  9.2
4.3 4.1 -4.7
7.2 6.8 -9.1
10.2 10.1 -10
4.3 4.2 -2.3
7.2 7.0 - 2.8
13.1 12.9 -1.5
En la tabla 14 se muestran los resultados de concentraciôn de anfetamina (14A) y de 
metanfetamina (14B) en distintas muestras de orina calculada mediante la aplicaciôn de la 
ecuaciôn 4. Como puede observase los resultados son comparables con los evaluados 
mediante la aplicaciôn del método de adiciôn estandar y de la curva de calibrado con 
patrones. Al igual que en los otros casos, la aplicaciôn del método de Youden o el uso de 
un placebo permiten obtener resultados satisfactorios.
Debido a que la anfetamina es un metabolito directo de la metanfetamina (Figura 3), 
se estudiô la interferencia de la misma en la determinaciôn de metanfetamina. Segûn la 
bibliografîa la relaciôn metanfetamina-anfetamina oscila entre 4 y 10 (84,102-103).
Como se ha podido observar a lo largo de la memoria, el reactivo NQS reacciona 
tanto con la anfetamina como con la metanfetamina, dando lugar a productos de reacciôn 
cuyos espectros son muy similares.
128
TABLA 14. Concentraciôn de A) anfetamina (pH 7.5 y pH 10) y B) metanfetamina encontrada en diferentes 
muestras de orina tomando volûmenes diferentes y mediante la aplicaciôn de la ecuaciôn 4. Condiciones: NQS 
6.4x10'^  M, extrayendo el producto de reacciôn con n-hexano:acetato de etilo (1:1). Las muestras de orina han 
sido extraîdas dos veces consecutivas con n-hexano, (*) extracciôn con n-hexano très veces consecutivas,(**) 
Muestras de orina con anfetamina ensayadas en condiciones de pH 10, 45°C y 5 minutos.
A)
Muestra Volumen de 
muestra de 
orina 
tomado(mL)
Anfetamina afiadida 
a las muestras de 
orina (mg/L)
Concentraciôn de anfetamina encontrada (m g/L) en 
las muestras de orina aplicando la ecuaciôn 4
Youden E% Placebo E%
1 5 4.6 4.2 -8.7 4.4 -4.3
5 4.6 4.9 -1-6.5 5.2 +  13.4
4.6 5.1 -H 0 .8 5.5 +  2.0
4.6 4.6 0.0 4.9 +  6.5
9.2 8.8 -4.3 9.0 -2.2
10 4.6 4.6 0.0 4.7 +  2.2
4.6 5.1 4-9.8 5.3 +  13.0
9.2 9.5 +  3.3 9.7 +  5.4
3 5 4.3 4.0 -6.9
8.8 9.6 + 9.0
4 5 4.6 4.9 +  7.1
4.6 4.9 +  7.1
4.6 4.5 -2.1
10.1 10.1 0.0
10.1 9.4 -6.9
5 5 ( * ) 10.0 10.1 +  1.0
10.0 10.9 +  9.0
13.9 13.8 -0.7
1 (* * ) 5 4.5 4.4 -2 .2 4.6 +  2 .2
2 ( * * ) 5 4.5 4.6 +  2 .2 4.8 + 6 . 6
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B)
M uestra Volumen de 
muestra 
tomado (m L)
M A  anadida 
a las 
muestras de 
orina (mg/L)
Concentraciôn de metanfetamina encontrada 
muestras de orina aplicando la ecuaci
1 (m g/L) en 
ôn 4
Youden E% Placebo E%
1 5 5.0 5.2 +  4.0 5.1 +  2.0
5.0 4.6 -8.0 4.5 -10.0
5.0 5.0 0.0 4.9 -2.0
5.0 5.1 +  2.0 5.0 0.0
8.2 8.8 +  6.8 8.7 +  6.1
11.4 10.7 -6.1 10.5 -7.9
11.4 10.9 -4.4 10.7 -6.1
2 10 5.1 5.4 +  5.9 5.3 +  3.9
7.7 7.9 +  2.6 7.9 +  2 6
7.7 7.2 -6.5 7.2 -6,5
3 10 5.1 4.9 -3.9
4 5 4.3 4.6 +  7.0
4.3 4.3 0.0
5 5 4.3 4.5 + 4.7
4.3 4.3 0.0
4.3 4.2 -2.3
4.3 4.2 -2.3
7.2 7.1 -1.4
7.2 6.9 -4.2
7.2 6.9 -4.2
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En la Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos para la determinaciôn de 
metanfetamina en presencia de anfetamina, tanto en muestras sintéticas como en muestras de 
orina. Como puede observarse, la interferencia de la anfetamina disminuye al aumentar la 
concentraciôn de metanfetamina. Tanto en el caso de muestras sintéticas como en muestras 
de orina, cuando la relaciôn metanfetamina:anfetamina es mayor de 4, la interferencia de la 
anfetamina es despreciable y la concentraciôn de metanfetamina en la muestra puede 
determinarse con un error menor del 1 0 %.
TABLA 15. Concentraciôn de metanfetamina en presencia de anfetamina, mediante la aplicaciôn del método 
de adiciôn estândar, para distintas relaciones anfetamina/metanfetamina en muestras sintéticas y en muestras 
reales (M A = metanfetamina, AN = anfetamina).
Muestra Volumen 
de muestra 
tomado 
(mL)
MA 
anadida a 
las 
muestras 
(mg/L)
AN 
anadida a 
las 
muestras 
(mg/L)
Concentraciôn de MA encontrada 
aplicando MOSA (mg/L)
rSi^ ncontrada E%
Muestras
sint i^cas
1 0 . 6 5.3 13.3 + 25.5
17.2 5.3 19.8 + 15.1
23.9 5.3 26.3 + 1 0 . 0
30.6 5.3 32.0 + 4.6
37.2 5.3 39.8 + 6.9
Muestras de 
orina
Placebo E%
5 3.7 1 . 2 4.3 + 16.2
5 7.9 1 . 2 8.3 + 5.1
5 11.9 1 . 2 12.5 + 5.
En la Tabla 16 se muestran los resultados obtenidos para distintas muestras cuando 
los ensayos fueron realizados el mismo dîa y en dîas diferentes. Los valores de concentraciôn 
se han calculado substrayendo a la senal analîtica la correspondiente al placebo y por 
interpolaciôn en el calibrado de orina correspondiente.
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TABLA 16. Concentraciôn de anfetamina. metanfetamina y metanfetamina en presencia de anfetamina, en 
muestras de orina.Condiciones: pH 10, (*) pH 7.5.
Analito Con.
anadida
(/Xg/mL)
Con. encontrada (/xg/mL)
En el mismo dîa En dîas 
diferentes
n Con. E(%) n Con. E(%)
Anfetamina(*) 5.6 3 5.8±0.1 +3.6 6 5.6±0.4 0 . 0
Anfetamina 6.4 3 6 .2 ± 0 . 2 -3.1 6 6 .2 + 0 . 8 -3.1
Metanfetamina 5.9 3 5.9±0.1 0 . 0 6 6.1 ±0.3 + 3.4
Metanfetamina en presencia de 
1.2 //Xg/mL de Anfetamina
8 . 0 3 7.9±0.3 -1.3 6 7.7±0.3 -3.8
îSe observa que les coeficientes de variaciôn oscilan entre 1.7 y 3.8% cuando el 
anâlisis se realiza en el mismo dîa, mientras que si se hace en dîas consecutivos los valores 
obtenid(os van del 3.9 al 12.9%. Los resultados son exactos en ambos casos.
3.4.3.4.- Limite de detecciôn y  cuantificaciôn
lEl lîmite de detecciôn se calculô como 3Sg/m, siendo Sg la desviaciôn estandar del 
blanco (de orina en presencia de NQS y m la pend iente de la curva de calibrado. En la 
determiinaciôn de anfetamina la desviaciôn estandar del blanco de orina fue (Sg=0.007) y la 
pendiemte (m=0.011) cuando el volumen de orina tomado fue de 10 mL. En este caso el 
lîmite die detecciôn calculado (L .D =  0.6 /xg/mL) fue comparable con el obtenido para las 
disoluciiones patrôn. Para la determinaciôn de metanfetamina (Sg=0.0095) y (m=0.019385), 
el lîmitee de detecciôn obtenido cuando se tomaron 5 mL de muestra fue de 0.9 /xg/mL, 
siendo ttambién similar al obtenido con patrones.
E l lîmite inferior del intervalo dinâmico de concentraciones es el lîmite de 
cuantifkcaciôn, calculado como 10(Sg/m)(99). El lîmite superior es el ultimo punto incluido 
en el cailibrado por el método de ajuste por mînimos cuadrados. En el caso de la determina­
ciôn de : anfetamina como analito el intervalo dinâmico de concentraciones fue 1.9-30 fxg/mL 
cuando se utilizaron 10.0 mL de muestra y para metanfetamina 2.9 - 50 /xg/mL cuando se 
toman 5 .0  mL de orina. Para esta ultima determinaciôn volûmenes superiores de orina 
afectan negativamente la precisiôn del resultado.
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3.4.3.5.- Conclusiones
En este apartado se propone la determinaciôn extracto-espectrofotométrica de 
anfetamina o metanfetamina en muestras de orina derivatizando con NQS.
En primer lugar se realize un estudiô comparative entre diferentes tipos de tratamiento 
de la muestra, observândose que la extracciôn lîquido-lîquido con n-hexano ofrece mayores 
ventajas que el resto de los procedimientos estudiados, dado que permite obtener porcentajes 
de recuperaciôn aceptables, asî como una disminuciôn considerable de la interferencia del 
blanco de orina permitiendo obtener limites de cuantificaciôn y detecciôn menores. Del 
mismo modo, se ha estudiado la influencia del disolvente de extracciôn del producto de 
reacciôn, observando que la utilizaciôn de n-hexano:acetato de etilo ( 1 : 1 ) reduce la 
interferencia del blanco (NQS o NQS mas orina), contribuyendo también a disminuir los 
limites de detecciôn y cuantificaciôn. El procedimiento a seguir se resume en la Tabla 17.
TABLA 17. Esquema del procedimiento de determinaciôn de anfetamina o metanfetamina en muestras de orina 
mediante reacciôn con NQS.
Muestra de orina (con o sin Analito), Tomar 5.0 o 10.0 mL
Extracciôn 2 veces con n-hexano (V,= 10.0 o 20 mL). Agitaciôn mecânica
Evaporar a sequedad
Reconstituir con ;
Para anfetamina Para metanfetamina ô anfetamina
1 mL de agua destilada 
1 mL de tampôn fosfato pH=7.5 
1 mL de NQS (0.5%)
1 mL de agua destilada 
1 mL de tampôn bicarbonato pH 10.0 
1 mL de NQS (0.5%)
Calentar 30 min. 70°C Calentar 5 min. 45 °C
Enfriar a temperatura ambiente 5 min.
Extraer con 3 mL en n-hexano:acetato de etilo (1:1). Agitaciôn mecânica 2 min
Centrifugar 5 min.
Registrar el espectro entre 190-820 nm de la fase orgânica
Ambos procedimientos se han estudiado quimiométricamente utilizando los métodos 
adiciôn estandar, Youden, y adiciôn estandar del punto H, observândose la inexistencia de 
errores sistemàticos proporciones, sin embargo, se evidencia la presencia de errores de tipo
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constante (TYB) que deben de ser evaluados para la determinaciôn de los analitos exenta de 
error en las muestras de orina. El TYB puede ser eliminado mediante la aplicaciôn del 
métcodo de Youden o mediante la utilizaciôn de un placebo, en ambos casos la concentraciôn 
de analito (anfetamina o metanfetamina) présente en la muestra puede ser determinada con 
errores relativos menores del 1 0 % y buena precisiôn.
En el caso de la determinaciôn de metanfetamina también se ha contemplado la 
existencia de anfetamina en la muestra, obteniéndose que su presencia en la proporciôn 
normal en las que esta como metabolito de la metanfetamina, conduce a errores inferiores 
al 1 0 % (errores aceptables en este tipo de determinaciones).
3.4.4.- Determinaciôn conjunta de anfetamina y metanfetamina en 
muestras de orina mediante la aplicaciôn del método de 
adiciôn estândar del punto H
Como se ha mencionado en el apartado anterior la determinaciôn de metanfetamina 
podirâ venir afectada de error por la concentraciôn de anfetamina cuando la relaciôn entre 
ellas sea inferior a 4. Es importante poder determinar la concentraciôn de ambos analitos 
exis;tente en las muestras independientemente de la relaciôn en que estos se encuentren, por 
la p>ropia exactitud de la determinaciôn y también porque puede resultar necesario conocer 
la c(oncentraciôn de ambas drogas.
Los productos de reacciôn anfetamina-NQS y metanfetamina-NQS presentan 
propiedades espectrales muy similares, obteniéndose espectros prâcticamente solapados, con 
el imconveniente ademâs de la presencia de error sistemâtico constante TYB introducido por 
la o>rina.
En este sentido, este equipo investigador desarrollô en 1986 para el campo de la 
espectroscopia, una modificaciôn del método de adiciôn estândar, que se ha denominado 
métcodo de adiciôn estândar del punto H, que permite la determinaciôn de la concentraciôn 
de analito en presencia de un interferente directo y/o de blanco total de Youden (90). Este 
procedimiento ha sido aplicado a la resoluciôn de mezclas de componentes con un 
solatpamiento muy acusado o incluso total de sus espectros de absorciôn (91-95). También
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ha sido adaptado a la determinacion cinética de muestras binarias (104) y para la cromatogra- 
fia liquida con deteccion UV-V (105-106). En este apartado se demuestran también sus 
posibilidades ya enunciadas (95) cuando estan présentes el TYB y un interfente directe.
3.4.4.1.- Fundamentos teôricos en presencia de TYB.
La aplicaciôn del HPSAM en el campo de la espectroscopia, permite la cuantificaciôn 
de dos especies X e Y, aùn en el caso de que sus espectros de absorcion sean muy similares 
o estén completamente solapados, o bien, la determinacion de la concentraciôn de analito 
libre de error sistemâtico, cuando el espectro de la matriz es conocido. La determinacion de 
la concentraciôn de analito X, implica la selecciôn de dos longitudes de onda X, y ^ 2  a las 
que la absorbancia de la especie interferente. Y, es la misma. La adiciôn sucesiva de 
cantidades conocidas de analito y la medida de la absorbancia a las longitudes de onda 
seleccionadas, permite construit dos rectas que intersectan en el llamado "punto H", (-Ch, 
Ah) donde -Ch (=-Cx) es la concentraciôn desconocida de X y Ah (= A „) es la senal analitica 
de Y. Sin embargo en presencia de un error constante, A„ es la senal debida al interferente 
y al blanco total de Youden (TYB). (Figura 43).
M(Xi)
Ao*A'*TYB
^b*TY0=A*A'=A|
C anadida
FIGURA 43. Represeniaciôn del método de adiciôn estândar del punto H.
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Considerando que ambos errores sistematicos estan présentes, las absorbancias de X
a X, y X2 son bj y y la senales analiticas de Y son b y A ‘(iguales en este caso) (Figura 44),
y suponiendo que el TYB es el mismo a ambas longitudes de onda, situacion mas habitual, 
la representacion de la absorbancia en funcion de la longitud de onda puede describirse a 
partir de las siguientes ecuaciones:
X: A, = b| + mjX + TYB (5)
Y: A ‘ = b +  m X 4- TYB (m=0) (6 )
donde el subindice i représenta las diferentes adiciones de X de las n realizadas en la 
aplicaciôn del HPSAM; i=0 corresponde a la disolucion que contiene unicamente la muestra 
problema. Las absorbancias de la muestra desconocida a las longitudes de onda de trabajo 
X, y X i seran A^i= bj -I- b + TYB, y A^2 = Aj + A ‘ + TYB, respectivamente.
m.
TYB TYB
FIGURA 44. Representaciones A vs X para X e Y en presencia de TYB.
Representando la absorbancia como funcion de la concentraciôn anadida de analito 
(CJ a las dos longitudes de onda seleccionadas, las ecuaciones del método de adiciôn 
estândar seran:
A(XJ=b, + b + M(,,) Ci + TYB (7)
A(X2) = A, + A ‘ + m u  Ci + TYB (8 )
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Donde TYB (blanco total de Youden) es el error constante, que normal mente sera el 
mismo a las dos longitudes de onda seleccionadas, y son las absorbancias a X, y Xj del 
analito X en la disolucion que contiene unicamente muestra (i=0). y M ^2 son las 
pendientes de las representaciones del método a las dos longitudes de onda seleccionadas. 
Estas rectas intersectan en el punto H, (-Ch, Ah)= (-Cx, Ay) (Figura 43). En este punto :
b, +  b +  M U  Ch +  TYB = A, +  A ‘ +  M ( J  Ch +  TYB (9)
por lo tanto Ch =  (A ‘ - b) 4- (A^ -b j / M(xi) - Mx2 (10)
Como la especie Y présenta el mismo valor de absorbancia a X^  y Xj, A ‘ =  b, por lo que
Cn = (Ao -b j / M(xi) - Mx2 ( 1 1 )
que équivale a la concentraciôn real de analito en la muestra (=-bo/Mxi =  -AJM^^) 
Anâlogamente, la sustituciôn del valor de Ch en las ecuaciones (7) o (8 ), proporciona An:
An=b, +  b +  M(xJ Ch +  TYB (12) 
como bo=Mxi Ch, entonces Ah = b+  TYB (13)
Como puede observarse, es posible determinar la concentraciôn libre de error 
mediante la aplicaciôn del método de adiciôn estândar del punto H, cuando el TYB sea el 
mismo a las dos longitudes de onda seleccionadas.
La concentraciôn de interferente estarâ libre de error proporcional, pero no de error 
constante, que deberâ de corregirse mediante el método de Youden (89), por las técnicas de 
correcciôn del error corregible (CEC) (107-108), o mediante el conocimiento de la senal 
analitica del placebo.
Para la obtenciôn de buenos resultados no es necesario que el valor del TYB sea el 
mismo a las dos longitudes de onda seleccionadas, ya que puede ser evaluado para ambas, 
y utilizar los valores obtenidos en la construcciôn de las grâficas del método de adiciôn
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estandar del punto H, representando Axi - TYBxi y Ax: - TYBx: como una funcion de la 
concemtraciôn anadida.
El método permite el calculo de la concentraciôn de analito (Ch) exenta de error 
proporcional por las caracteristicos intrinsecas del método de adiciôn estandar, y de error 
sistemâtico constante, dadas las bases del método, aun en presencia de un interferente directo 
transformando un error incorregible en un error sistemâtico constante corregible, dado que 
dicha especie présenta el mismo valor de absorbancia a las dos longitudes de onda 
seleccionadas.
El método también permite la determinaciôn de la concentraciôn del interferente (Y) 
a través del valor A», previamente corregido en el caso de la existencia del TYB, puesto que 
se conresponderâ con la senal analitica de Y. A partir de la curva de calibrado de esta especie 
o biem por el método del ùnico patrôn es posible determinar su concentraciôn.
En este apartado se ha aplicado el método de Adiciôn Estândar del punto H a la 
deternninaciôn de metanfetamina y anfetamina en presencia de TYB.
3 4.4.2.- Procedimiento experimental
Curvas de calibrado
Se han obtenido las curvas de calibrado de los productos de reacciôn anfetamina-NQS 
y metanfetamina-NQS a partir de disoluciones acuosas de sulfato de anfetamina o clorhidrato 
de meitanfetamina. Para ello se han tomado volûmenes variables de una disoluciôn patrôn de 
sulfato de anfetamina o de clorhidrato de metanfetamina (264 /xg/mL) a los que se les ha 
adicioinado 1.0 mL de tampôn bicarbonato pH 10.0, 1.0 mL de reactivo NQS y volûmenes 
variabiles de agua destilada hasta completar un volumen de 3.0 mL. La mezcla résultante se 
ha caltentado a 45 °C durante 5 min. El producto de reacciôn se ha extraido en 3 mL de 
disolvente orgânico (n-hexano:acetato de etilo (1:1)). Finalmente, se han separado ambas 
fases, registrândose la senal analitica entre 190-820 nm de la fase orgânica. Las absorbancias 
han sido medidas frente a un blanco reactivo a la temperatura de 25 °C. En todos los casos 
se ham realizado dos replicas de cada disoluciôn.
Se han ensayado varias muestras metanfetaminaranfetamina que contienen diferentes 
relaciones de estos dos analitos (6 .7:2.0 a 10.6:5.5 /xg/mL de metanfetamina y anfetamina,
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respectivamente) en presencia de orina. Para cada muestra problema se han preparado 
disoluciones reproduciendo concentraciones finales similares a las que pueden encontrarse 
en muestras reales. De cada concentraciôn se han realizado dos replicas.
Inicialmente partimos de una muestra sintética de concentraciôn conocida de sulfato 
de anfetamina y de clorhidrato de metanfetamina a la que se adicionan volûmenes variables 
de una disoluciôn patrôn de sulfato de anfetamina o de clorhidrato de metanfetamina, 1 mL 
de tampôn de bicarbonato de pH 10.0, 1 mL de NQS (0.5%) y volûmenes variables de agua 
destilada hasta completar un volumen de 3 mL. La disoluciôn résultante se ha procesado de 
acuerdo al procedimiento descrito anteriormente para las disoluciones patrôn.
En lo concerniente a muestras reales, se han ensayado distintas muestras de orina (sin 
analitos) (n = 16). De cada muestra se han tomado 5.0 mL de orina y se ha seguido el 
procedimiento descrito en la pagina 107 para la determinaciôn de anfetamina y metanfetami­
na.
De forma anâloga para la aplicaciôn del método de adiciôn estandar del punto H, 
inicialmente a 50 mL de orina se anadiô una concentraciôn de sulfato de anfetamina y de 
clorhidrato de metanfetamina, siendo las concentraciones finales de aproximadamente 3.9 y 
1.2 /xg/mL de metanfetamina y anfetamina, respectivamente. De esta muestra de orina, se 
toman alicuotas de 5 mL a las cuales se les ahaden volûmenes variables de sulfato de 
anfetamina o de clorhidrato de metanfetamina a partir de las disoluciones patrôn correspon- 
dientes. Posteriormente las muestras son tratadas de acuerdo con el procedimiento descrito 
anteriormente para el tratamiento de las muestras de orina.
S.4.4.3.- Resultados y discusion
En la Figura 45 se muestran los espectros de absorciôn obtenidos para ambos 
productos de reacciôn (anfetamina-NQS y metanfetamina-NQS). Estos espectros estan 
completamente solapados, presentando un ligero desplazamiento de los mâximos de absorciôn 
de la regiôn visible.
Para aplicar el método del HPSAM se ha tomado como intervalo de trabajo 400-500 
nm, debido a que en esta regiôn las interferencia del reactivo NQS y de los componentes de 
la matriz son menores. Las longitudes de onda para la aplicaciôn del HPSAM han sido
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elegidas, de entre las distintas posibilidades, de forma que estén lo mâs prôximas al mâximo 
de absorbancia del analito, para que la sensibilidad en la cuantificaciôn de este sea maxima.
Se han seleccionado diferentes pares de longitudes de onda para las que la absorbancia del 
interferente es la misma, con el proposito de seleccionar el mejor. Se han elegido los pares 
404-460, 414-458, 416-456 y 420-452 nm para metanfetamina como analito y 416-480 y 
428-468 nm para anfetamina como analito. En ambos casos, se ha determinado la 
concentraciôn de la otra especie como interferente. El TYB en muestras sintéticas fue igual 
a cero.
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FIGURA 45. Espectro de absorciôn UV-V del producto de reacciôn a) anfetamina-NQS y b) metanfetamina- 
NQS.
En la Tabla 18 se muestran las concentraciones obtenidas de anfetamina y 
metanfetamina (bien como analitos o bien como interferentes) a las diferentes longitudes de 
onda seleccionadas para la aplicaciôn del HPSAM. Como se deduce de la observaciôn de esta 
tabla, cuando la concentraciôn de metanfetamina se calcula considerando esta especie como 
analito, se obtienen valores adecuados a los cuatro pares de longitudes de onda seleccionados. 
Cuando se détermina la concentraciôn de interferente (anfetamina) en estas muestras a partir 
de la curva de calibrado con patrones, también se obtienen concentraciones de este compuesto 
prôximas a los valores reales.
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TABLA 18. Resultados obtenidos por el HPSAM en la determinaciôn de muestras sintéticas de metanfetamina 
y anfetamina a diferentes pares de longitudes de onda. Condiciones: NQS 6.4x10'  ^ M, tampôn pH 10.0, 
calentando la muestra durante 5 min. a la temperatura de 45 °C y extrayendo el producto de reacciôn con n- 
hexano:acetato de etilo ( 1 : 1 ). * valores de concentraciôn del interferente a las dos longitudes de onda empleadas 
en el HPSAM mediante la sustituciôn en la curva de calibrado con patrones.
Concentraciôn en la muestra 
(mg/L)
Concentraciôn encontrada (mg/L)
Analito
Metanfetamina
Interferente
Anfetamina
Analito
404-
460
414-
458
416-
456
420-
452
Interferente
404-
460
414-
458
416-
456
420-
452
6.7
10.7
10.6
17.2
23.9
2.0 6.9 6 . 8  6.9 6.9
2.0 11.2 11.1 11.2 11.4
5.3 10.2 9.9 10.2 10.5
5.3 17.5 17.4 16.7 17.9
5.3 24.3 24.2 23.4 24.7
1.9*
1.9*’
2.0
1.9
5.1
5.2
4.3 
5.2 
4.7
4.9
2.3 
2.0 
2.1 
2.1
5.4
5.6
4.6 
4.9 
4.2
3.4
1.9
1.9
1.9
1.9
5.1
5.2 
5.4
5.3
5.1
5.1
1.9
1.9
1.7
1.7
4.7
4.8
4.1
4.2
3.7
3.7
Concentraciôn en la muestra 
(mg/L)
Concentraciôn encontrada (mg/L)
A nalito
A nfetam ina
Intgrferente
Metanfeta-
Analito
mina 416-480 nm 428-468 nm
Interferente
416-480 nm 428-468 nm
5.3
11.9
18.6
10.6
10.6
10.6
5.7
13.0
19.4
5.5
13.0
19.0
9.6'
10.2*’
9.6
9.5
10.5 
10.3
10.2
10.3
9.6
9.5
11.5
10.5
En relaciôn a la determinaciôn de anfetamina como analito, pueden extraerse 
conclusiones similares, permitiendo determinar el método tanto la concentraciôn de 
anfetamina como de metanfetamina.
141
Las representaciones del HPSAM para las muestras a los diferentes pares de 
longitudes de onda elegidos se muestran en la Figura 46 para anfetamina y en la 47 para 
metanfetamina.
La mejor sensibilidad se obtiene para los pares de longitudes de onda 404-460 si se 
deteirmina metanfetamina como analito, y 416-480 nm si se détermina anfetamina como 
anal ito, por estar mâs prôximas a sus mâximos de absorciôn.
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20.0 30.0
FIGIURA 46. Representaciôn del HPSAM para mezclas anfetamina/metanfetamina, estando anfetamina como 
analitto.
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FIGIURA 47. Representaciôn del HPSAM para mezclas anfetamina/metanfetamina, estando metanfetamina como 
analitto.
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Independientemente de la muestra de orina tratada, el valor calculado del TYB es 
similar, indicando que las senales obtenidas en la fase orgânica son independientes de la 
muestra. Del mismo modo, como se muestra en la Tabla 19 las senales analiticas 
correspondientes a los blancos de orina son iguales entre si para cada par de longitudes de 
onda seleccionada.
Debido a que el valor del TYB puede considerarse el mismo a las dos longitudes de 
onda seleccionadas la concentraciôn de analito en la muestra puede ser determinada libre de 
error mediante la aplicaciôn directa del método del HPSAM a partir de Q . Sin embargo, la 
concentraciôn de interferente estarâ libre de error proporcional pero no constante, para 
evaluarlo se tendrâ que restar de A» el valor del TYB y sustituirlo en el calibrado 
correspondiente o comparar este valor con el proporcionado por un patrôn de interferente.
TABLA 19. Valores medics de absorbancia obtenidos para diferentes muestras de orina (n=16) a diferentes 
longitudes de onda.
Longitud de onda (nm)
404 414 416 420 428 480
X ± Sb 0.055 0.054 ± 0.055 0.057 0.041 0.059
± 0.013 0.013 ± 0.013 ±0.013 ± 0.014 ± 0 . 0 1 0
460 458 456 452 468
X ± Sg 0.057 0.059 0.060 0.061 0.052
± 0.015 ± 0.015 ± 0.015 ± 0.016 ± 0.013
Los resultados obtenidos para las distintas situaciones ensayadas en muestras reales, 
se indican en la Tabla 20.
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TABLA 20. Resultados obtenidos en la determinaciôn de metanfetamina y anfetamina en muestras de orina 
mediante la aplicaciôn del HPSAM a diferentes pares de longitudes de onda. Condiciones: NQS 6.4x10’^  M, 
tampôn pH 10.0, calentando la muestra durante 5 min. a la temperatura de 45 °C y extrayendo el producto de 
reacciôn con n-hexano:acetato de etilo ( 1 :1 ). valores de concentraciôn del interferente a las dos longitudes 
de onda empleadas en el HPSAM mediante la sustituciôn en la curva de calibrado con patrones.
Concentraciôn en la muestra 
(mg/L)
Concentraciôn encontrada (mg/L)
Analito
Metanfetamina
Interferente
Anfetamina
Analito
404-460 414-458 416-456 420-452
3.9 1 . 2 -- - 4.1 4.1 4.1
7.9 1 . 2 ---- 7.8 8 . 0 8.4
11.9 1 . 2 1 2 . 1 13.1 ----
10.3 3.9 10.5 10.3 9.8 1 0 . 1
Concentraciôn (mg/L) Concentraciôn encontrada (mg/L)
Analito Interferente Analito Interferente
Anfetamina Metanfetamina 416-480 nm 428-468 nm 416-480 nm 428-468 nm
1 1 .2 ' 11.5
3.9 10.3 3.8 3.2 11.4*’ 11.5
7.9 10.3 7.9 7.3 10.9 11.4
1 1 . 2 11.5
Para niveles terapéuticos bajos de estas aminas pueden darse casos en que la 
determinaciôn del interferente no sea posible, debido a que la senal analitica del interferente 
sea baja. En todos los c^os independientemente de la relaciôn anfetamina:metanfetamina, 
el método proporciona resultados aceptables para la determinaciôn como analito. Cuando la 
metanfetamina se considéra como analito, no es posible la determinaciôn de anfetamina como 
interferente, por ello para calcular la concentraciôn de anfetamina, se requerirâ de la 
aplicaciôn del método dos veces, para anfetamina y metanfetamina como analitos. Cuando 
se considéra la anfetamina como analito, la aplicaciôn del método permite calcular tanto la 
concentraciôn de analito como de interferente.
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De estos dates se dériva que el HPSAM es un buen método, que permite con éxito 
la determinaciôn de anfetamina y metanfetamina para diferentes relaciones de concentraciôn, 
siendo el par de longitudes de onda ôptimo 414-458 nm, si el analito es metanfetamina y 416- 
480 nm si lo es la anfetamina,
Por otra parte, la concentraciôn de anfetamina o metanfetamina también puede 
calcularse mediante el método del ùnico patrôn empleando el HPSAM. En este caso, las 
senales analiticas serân AA=A^i - A ^, siendo A^i, A ^2 los valores de absorbancia de la 
muestra a las longitudes de onda seleccionadas para la aplicaciôn del método del HPSAM. 
Las senales analiticas utilizadas son A A„ que corresponde a la senal de la muestra de 
concentraciôn de anfetamina desconocida (C J y AA^ que corresponde a la senal de una 
disoluciôn de referencia con concentraciôn Cj=Cnj +  Qtie contiene el mismo volumen
de orina que la muestra y una concentraciôn anadida de sulfato de anfetamina o clorhidrato 
de metanfetamina tomada a partir de una soluciôn patrôn (C^didJ- En este caso la senal 
analitica sera AA^= AA„ +  AA^did.- Por lo tanto, la concentraciôn de analito en la muestra 
puede ser obtenida a partir de la expresiôn:
C „= (A A „ / AA, - A A J  X ( 1 4 )
Las concentraciones de anfetamina y metanfetamina en la muestra, calculadas 
mediante la aplicaciôn de la ecuaciôn, se muestran en la Tabla 21. Como puede observarse, 
estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos anteriormente (Tabla 20).
Por lo tanto, el método del HPSAM permite determinar la concentraciôn de analito 
libre de error segùn las bases del método, en el caso de una mezcla b inaria como ésta, y en 
presencia de un error de matriz constante, proporcionando informaciôn acerca de la 
concentraciôn de interferente, gozando ademâs de las ventajas del método de adiciôn 
estândar, que corrige el error sistemâtico proporcional cuando éste estâ présenté; por todo 
ello puede ser calificado de un método exacto.
145
TABLA 21. Resultados obtenidos en la determinaciôn de anfetamina y metanfetamina en muestras de orina 
mediante la aplicaciôn de la ecuaciôn 14. Condiciones: NQS 6.4x10  ^ M, tampôn pH 10.0, calentando la 
muestra durante 5 min. a la temperatura de 45 °C y extrayendo el producto de reacciôn con n-hexano:acetato 
de etilo ( 1:1). valores de concentraciôn del interferente a las dos longitudes de onda empleadas en el HPSAM 
mediante la sustituciôn en la curva de calibrado con patrones.(* MA=metanfetamina, AN= anfetamina.)
Concentraciôn en la muestra (mg/L) Concentraciôn encontrada (mg/L)
Analito
Metanfetamina
Conc.
anadida
MA*
Interferente
Anfetamina
Analito (mg/L)
404-460
nm
414-458
nm
416-456
nm
420-452
nm
3.9
7.9
10.3
12.7
6.6
13.3 
20.0 
6.6
13.3
4.0
8.0 
12.0
4.0
8.0
1.2
1.2
1.2
1.2
1.2
3.9
3.9
3.9
3.9
3.9
4.3
4.2
4.4
7.7 
8.6
9.5
9.3
10.7 
11.2 
14.2
4.2
4.0
4.1
7.3 
7.9
9.3
10.3
4.1 
3.4
4.1
8.0
10.3
10.0
14.6
4.3
4.1
4.2 
7.9 
8.0 
9.5 
10.0 
10.1
13.1
13.2
Concentration en la muestra (mg/L) Concentraciôn encontrada (mg/L)
Analito
Anfetamina
Conc.
anadida
AN*
Interferente
Metanfetamina
Analito
416-480 nm 428-468 nm
3.9
7.9
6.6
13.3 
26.6 
6.6
13.3
10.3
10.3
10.3
10.3
10.3
2.8
3.5
3.4
8.7
2.9
3.2
3.1
8.2 
7.5
3.4.4.4.- Conclusiones
En este apartado se han demostrado las posibilidades del método de adiciôn estandar 
del punto H en la resoluciôn de dos componentes cuando ademâs esta présente el blanco total 
de Youden.
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El método ha proporcionado buenos resultados, estimando la concentraciôn de 
anfetamina y metanfetamina en orina libres de errores sitemâticos tanto constantes como 
proporcionales con una buena precision.
Ambas drogas han sido determinadas como analitos y como interferentes y en ambas 
situaciones los resultados han sido équivalentes.
Este apartado demuestra la bondad del método de adiciôn estandar del punto H en la 
resoluciôn de problemas analiticos difîciles: presencia de interferente directo, de blanco total 
de Youden y similitud de la posiciôn de los mâximos de absorciôn para analito e interferen­
te.
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3.4.5 - Determinaciôn de efedrina en preparados 
farmacéuticos
Como se ha demostrado en apartados anteriores de la présente memoria la efedrina 
forma con el NQS un producto mâs polar que los derivados de anfetamina y metanfetamina 
consecuentemente el disolvente de extracciôn ôptimo résulté ser el alcohol isoamilico. Este 
disolvente impide la determinaciôn de este estimulante en muestras de orina pero posibilita 
su determinaciôn en preparados farmacéuticos. En este apartado se désarroi la esta opciôn.
3.4.5.1.-Procedimiento experimental
C o lir io
Mirazul: Siguiendo el mismo procedimiento que el descrito para las disoluciones 
patrôni (pagina 8 8 ), se tomaron volumen diferentes (60 y 150 fi\) de la soluciôn farmacéutica 
a los (que se adicionô 1 mL de reactivo NQS (0.5%), 1 mL de tampôn pH 7.5 y agua 
destilaida hasta completar un volumen de 3 mL, las muestras fueron procesadas tal y como 
se ha iindicado anteriormente. Otra serie de experiencias fue realizada tomando volûmenes 
de 0.5 y 1.0 mL a partir de una disoluciôn preparada por diluciôn del preparado farmacéutico 
1 0  veces.
S o luc iôn  na sa l
Cilinafosal: 1 mL del preparado farmacéutico fue diluido a 25 mL. Se tomaron 
volùmienes de 0.3 mL a partir de la disoluciôn diluida y se procesaron de acuerdo al 
procedlimiento descrito para las disoluciones patrôn.
C om prim idos
En todos los casos, se pesaron y homogeneizaron 3 pastillas de cada preparado 
farmacéutico. La cantidad requerida (dependiendo de la concentraciôn de efedrina en la 
muestira) fue suspendido en agua destilada y agitada durante 30 minutos, siendo posteriormen­
te filtriada. El filtrado fue llevado a un volumen determinado con agua destilada. Finalmente, 
a partiir de esta disoluciôn se tomaron volûmenes diferentes que fueron procesados en base 
al procedimiento descrito para las disoluciones patrôn.
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A continuaciôn se indican las cantidades tomadas para cada tipo de comprimidos y 
los volûmenes a los cuales fueron llevados:
Winasma: 1)0.3097, 2)0.3232, 3)0.3049 y aforar a 100 mL 
Difilina asmorax: 1)0.1002, 2)0.1002, 3)0.1002 y aforar a 50 mL.
Desabronquisan: 1)0.1664. 2)0.1664, 3)0.1664 y aforar a 50 mL.
Tedral: 1)0.1072, 2)0.1072, 3)0.1072 y aforar a 50 mL.
Tedral Acciôn Sostenida: 1)0.3000 y aforar a 100 mL.
Jarabes
Estos preparados farmacéuticos fueron diluidos previamente con agua destilada 
(dependiendo de las concentraciones de efedrina en los preparados iniciales). A partir de las 
disoluciones diluidas, se tomaron volûmenes diferentes que fueron procesados de acuerdo con 
el procedimiento descrito para las disoluciones patron. En el caso de Pazbronquial se diluyô 
1 mL o 5 mL del preparado farmacéutico a 10 o 50 mL, respectivamente, tomândose 0.5 mL 
de las disoluciones résultantes. Para Angiofilina se tomaron 2 mL del preparado farmacéutico 
que se diluyeron a 10 mL, tomândose finalmente 0.3 mL de la disoluciôn.
Método de Adiciôn Estandar
En este caso se realizaron très réplicas de cada experiencia tomando volumen 
constante del preparado farmacéutico (muestras diluidas), a los que se adicionaron volûmenes 
variables de clorhidrato de efedrina (disoluciôn patrôn 400 /xg/mL) de forma que la 
concentraciôn adicionada se encontraba entre 0 y 50 mg/L, completando el volumen hasta 
3 mL con 1 mL de tampôn pH=7.5, 1 mL de reactivo NQS y agua destilada. Estas muestras 
fueron procesadas de acuerdo con el procedimiento descrito para las disoluciones patrôn.
Método de Youden
Para obtener el grâfico de Youden se realizaron très réplicas de una serie de 
disoluciones que contenian cantidades variable de muestra. Para ello se prepararon 
disoluciones con cantidades de muestra diferentes de las que se tomô 1 mL, adicionândose 
1 mL de tampôn pH 7.5 y 1 mL de reactivo NQS. La mezcla résultante se proceso de 
acuerdo con el procedimiento descrito para los patrones.
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El método de Youden fue aplicado a los comprimidos de Winasma, siendo las 
cantiidad de muestra pesadas de 0.0165g, 0.0331g, 0.0688g, 0.1072g, 0.1430g y aforadas a 
50 rniL. En el caso de Pazbronquial se tomaron volûmenes variables de muestra entre 0.2 y 
1 mlL a partir de una disoluciôn diluida (10 veces) del preparado farmacéutico, y en su caso 
agua. destilada hasta completar un volumen de 1 mL, anadiéndose finalmente 1 mL de tampôn 
fosfaito pH=7.5 y 1 mL de NQS (0.5%).
3.4.S.2.- Resultados y discusion
3.4.5.2.I.- Colirios
Para la determinaciôn de efedrina-HCl en muestras de colirio, se tomaron distintos 
volùmienes de muestra. En la Tabla 22 se muestran los resultados obtenidos para distintas 
conceentraciones de efedrina en la muestra. Como puede observarse, la concentraciôn de 
efedrrina puede ser obtenida directamente a partir de la curva de calibrado de los patrones 
(pàgiina 105), asi como de la curva de calibrado de la primera derivada (X =526nm, a=- 
3.78)xlO \  b=-2.228x10"*, Sy,=3.44x10“*, t-test=lineal, intervalo dinâmico de concentraciôn 
(mg/fL) 4.8-50, limite de detecciôn 1.4mg/L). Tal y como se observa en la Tabla 22, cuando 
el vœlumen de muestra tomado es muy pequeno (60 y 150 /xl) el error obtenido es mayor, 
siendlo en parte debido a la imprécisiôn en la medida del volumen.
En el espectro de absorciôn de la primera derivada correspondiente a estos preparados 
farmaacéuticos, se observa que todas las muestras (independientemente de la cantidad 
formiada) se unen en el mismo punto que los patrones, teniendo un valor de 0  en el mâximo 
y mirnimo del espectro del patrôn. Esto significa que la absorciôn irrelevante, si ésta existe, 
es fumciôn constante de la longitud de onda. De este modo, registrando la curva de la primera 
deriv/ada este efecto sera automâticamente eliminado.
Los resultados obtenidos mediante la recta de calibrado y los correspondientes a la 
primeera derivada son similares, el método carece de error constante.
La concentraciôn de efedrina obtenida en las gotas de colirio es 0.504 ±  0.035 
mg/rmL (n = 8 ). Este valor es similar al indicado por el fabricante (0.5 mg/mL).
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TABLA 22. Concentraciôn de clorhidrato de efedrina determinada en disoluciones oculares, mediante la 
sustituciôn directa en la curva de calibrado convencional y la derivada correspondiente. Condiciones: NQS 
6.4x10'^  M, tampôn pH 7.5, calentando a 70°C durante 30 minutos y usando alcohol isoami'lico como disolvente 
de extracciôn. (*) Tomados a partir de una disoluciôn diluida (1:10). (**) Segün la referencia del fabricante.
Curva de calibrado 
convencional
Curva de calibrado de la 
primera derivada
Volumen de 
muestra
tomado
Conc. 
anadida 
(mg/L) (•*)
Recuperaciôn
(mg/L)
Error (%) Recuperaciôn
(mg/L)
Error (%)
60 /xL 
150 mL 
0.5 mL(*) 
1.0 mL(*)
10.0
10.0
25
25
8.3
8.3 
16.6 
16.6
10.9 
10.2
26.9
27.1 
7.8 
8.3
16.1
15.9
+ 9.0 
+ 1.9 
+ 7.4 
+  8.2 
- 6.2  
0.0 
-2.9 
-3.9
9.0
9.2 
25.3
25.2 
8.6 
8.6 
16.5 
16.7
- 10.0 
-7.6 
+ 1.1 
+  0.8 
+ 3.4 
+ 3.4 
-0.5 
+ 0.8
3.4.5.2.2.- Soluciones nasales
La determinaciôn directa del contenido de efedrina en disoluciones nasales de 
Cilinafosal no es posible utilizando la recta de calibrado de patrones obteniéndose 
concentraciones mayores a las que cabria suponer présentes segùn la referencia indicada por 
el fabricante.
La pendiente de la recta obtenida por el método de adiciôn estandar fue diferente a 
la recta de calibrado con patrones, pero el MOSA tampoco proporcionô buenos resultados 
(Tabla 23). Si el método de adiciôn estandar se api ica a las senales analiticas de la primera 
derivada permite obtener rectas de calibrado con pendientes similares (m= 2.30185 + 
6.498x10^) a las obtenidas con patrones. Lo que indicarâ que esta ausente el error 
sistemâtico proporcional. El error sistemâtico constante se élimina puesto que los registros 
de la primera derivada para las disoluciones MOSA pasan por cero en los puntos 
correspondientes al mâximo de absorciôn del analito. Procediendo de esta forma, la 
interferencia positiva en la determinaciôn de efedrina en este tipo de preparado farmacéutico 
se élimina (Tabla 23).
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La concentraciôn de efedrina determinada en las gotas de Cilinafosal fue de 6.25 
mg/mL, siendo este valor muy similar al indicado como referencia por el fabricante ( 6  
mg/mL).
TABLA 23.Concentraciôn de clorhidrato de efedrina en soluciones nasales (cilinafosal) (mg/L), mediante la 
aplicaciôn del método de adiciôn estândar a 468nm y mediante el método de la primera derivada a 526 nm. 
Condiciones: NQS 6.4x10'  ^ M, tampôn pH 7.5, calentando a 70°C durante 30 minutos y usando alcohol 
isoamilico como disolvente de extracciôn del producto de reacciôn. Temperatura 25°C.(*) corresponde al 
volumen de muestra tomado después de la diluciôn del preparado farmacéutico.
Cantidad 
de muestra 
(mL)
Volumen 
de muestra 
tomado 
(mL)*
Conc.
aAadida
(g/L)
Método de Adiciôn 
Estândar (MOSA)
Primera derivada 
(MOSA)
conc.
encontrada
(mg/L)
Error
%
conc.
encontrada
(mg/L)
Error
%
1 0.3 24.0 29.8 +24.2 25.0 +4.2 
1 0.3 24.0 37.8 +57.5 25.0 +4.2
3.4.5.2.3.- Comprimidos.
En la determinaciôn de efedrina en preparados comercializados en forma de 
comprimidos se analizaron mayor numéro de muestras, dada su mayor presencia en la 
fairmacopea espafiola. Los preparados farmacéuticos analizados presentaban los siguientes 
nombres comerciales: winasma, difilina asmorax, dexabroquinsan, tedral y tedral acciôn 
sostenida (todos ellos contienen HCl-efedrina o sulfato de efedrina junto con otra serie de 
priincipios activos y excipientes).
En todos los casos se suspendiô una cantidad determinada de muestra en agua 
destilada, siendo posteriormente agitada; se observô que la agitaciôn de la muestra durante 
30) minutos era suficiente para disolver la efedrina contenida en la muestra, dado que a 
mayores valores de tiempo el porcentaje de recuperaciôn era el mismo.
En el caso de las comprimidos Winasma, la aplicaciôn del método de Youden dio una 
(ondenada en el origen de 6.15x10'^ a 468 nm y 5.10024x10'^ a 526 nm. Para las dos 
Ilomgitudes de onda ensayadas texpenmenw es menor que el por tanto se puede concluir con 
luni riesgo del 5 % que la matriz de la muestra no introduce error sistemâtico constante en la 
(deiterminaciôn de efedrina.
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Las pendientes del método de adiciôn estandar a 468 y 526 nm son similares a las 
obtenidas para las rectas de calibrado con patrones, indicando la no existencia de error 
proporcional debido a la matriz de la muestra (m= 15.2x10'^ ±  4.7x10"* y 2.158x 
10"*±7.212xl0‘®, respectivamente). Por lo que la determinacion de efedrina en este preparado 
farmacéutico esta exenta de error sistemâtico constante y proporcional, pudiéndose 
determinar la concentraciôn présenté en la muestra directamente a partir de la recta de 
calibrado de patrones. En la Tabla 24 se muestran las concentraciones obtenidas para efedrina 
en distintas muestras por sustituciôn directa de la senal analitica en el calibrado, en el 
calibrado de la primera derivada y mediante la aplicaciôn del método MOSA. Independiente­
mente del método utilizado, en todos los casos los resultados obtenidos son comparables. La 
concentraciôn de efedrina determinada en la muestra fue 14.1 ±0.9 mg por pastilla, siendo 
este valor similar al dado como referencia por el fabricante (15 mg por pastilla).
Muchos de estos preparados farmacéuticos contienen efedrina en presencia de 
teofilina, tal es el caso de Winasma que contiene ademâs fenobarbital. La teofilina y el 
fenobarbital en las concentraciones en que se encuentran en las muestras (150 mg y 8  mg, 
respectivamente, por comprimido), no presentan reacciôn positiva con el NQS. No obstante, 
la teofilina dado su mayor carâcter apolar se extrae en el disolvente orgânico proporcionando 
interferencia en la regiôn ultravioleta del espectro.
Se registraron los espectros de la primera derivada, observândose que tanto las 
muestras como los patrones tenian localizados los mâximos a la misma longitud de onda. Este 
resultado indica que la matriz de la muestra no produce absorciôn irrelevante o si lo hace, 
ésta es constante con la longitud de onda.
Siguiendo el mismo procedimiento, se ensayaron otros preparados farmacéuticos taies 
como Difilina Asmorax, Desabronquisan, Tedral y Tedral Acciôn Sostenida. En todos los 
casos independientemente del preparado farmacéutico, las pendientes del método de adiciôn 
estândar fueron similares alas obtenidas con patrones (m=0.01568± 1.45x10"*, 0.01571x10"*, 
0.01602±4.68x10"*, y 0.015686, respectivamente). Lo mismo sucediô utilizando como senal 
analitica la primera derivada (m= (2.03647±0.24139)xl0"*, (2.2122±0.10409)xl0"*, 
(2.0715 ±0.02638)xl0"*, y 2.04865x10"*, respectivamente). Como se muestra en la Tabla 25, 
la concentraciôn de efedrina présente en la muestra pudo determinarse directamente a partir 
de la recta de calibrado con patrones.
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TABLA 24. Concentraciôn de Efedrina determinada en preparados farmacéuticos en forma de comprimidos 
mediante la aplicaciôn del método de adiciôn estândar y la primera derivada correspondiente. a las X 468 nm 
y 526 nm, respectivamente. Condiciones: NQS 6.4x10'  ^ M, tampôn pH 7.5, calentando a 70°C durante 30 
minutos y usando alcohol isoamilico como disolvente de extracciôn del producto de reacciôn. Temperatura 25°C. 
a= Difilina Asmorax, b = Dexabronquisan, c=Tedral y Tedral Acciôn Sostenida (*).(**) Volumen de muestra 
tomado después de haber diluido el preparado farmacéutico.
Cantidad 
de muestra
(g)
Volumen de 
muestra 
tomado** 
(mL)
Conc.
anadida
(g/L)
Método de Adiciôn 
Esténdar(MOSA)
Primera derivada 
(MOSA)
Conc.
encontrada
(mg/L)
Error
(%)
Conc.
encontrada
(mg/L)
Error
(%)
a)0 . 1 0 0 2 0.5 30.0 27.7 -7.6 31.7 + 5.6
0 . 1 0 0 2 0.5 30.0 26.8 - 1 0 . 6 30.9 + 3.0
0 . 1 0 0 2 0.3 18.0 19.3 -7.2 17.5 -2 . 8
b)0.1664 0.3 25.0 26.2 +4.8 25.9 + 3.6
0.1664 0.3 25.0 24.3 -2 . 8 23.2 -7.2
0.1664 0.3 25.0 24.5 -2 . 0 23.6 -5.6
00.1072 0.3 11.4 11.5 + 0 . 8 1 1 . 6 + 1 . 8
0.1072 0.3 11.4 11.9 + 4.4 11.9 + 4.4
0.1072 0.3 11.4 1 1 . 2 - 1 . 8 1 1 . 0 -3.6
0.3000" 0.3 33.1 33.2 +0.3 33.1 0 . 0
Las concentraciones de efedrina determinadas para cada uno de los preparados 
farmacéuticos se muestran en la Tabla 26. Como puede observarse, en todos los casos las 
concentraciones determinadas se corresponden con las indicadas por el fabricante.
TABLA 26. Comparaciôn entre las concentraciones obtenidas para distintos preparados farmacéuticos y las 
indicadas por el fabricante.(mg/ por comprimido)
■ " "  ■ " T ' T . r "  I ■ ■ ■ ' ;
Preparado farmacéutico Con.encontrada Con. referencia
Winasma 14.1±0.9 15
Dexabroquisan 24.6+1.2 25
Difilina Asmorax 25.5±1.0 25
Tedral 15.1±0.5 15
Tedral Acciôn Sostenida 48.1 ±0.1 48
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TABLA 25.Concentraciôn de Efedrina (EP) determinada en preparados farmacéuticos en forma de comprimidos mediante el calibrado convencional, el calibrado 
convencional de la primera derivada, la aplicaciôn del método de adiciôn estândar y la primera derivada correspondiente, a las X 468 nm y 526 nm, respectivamente. 
Condiciones: NQS 6.4x10  ^M, tampôn fosfato pH =7.5, calentando a 70”C durante 30 minutos y usando alcohol isoamilico como disolvente de extracciôn del producto 
de reacciôn. Temperatura 25°C. a= Difilina Asmorax, b = Dexabronquisan, c=Tedral y Tedral Acciôn Sostenida (*).(**) Volumen de muestra tomado después de haber 
diluido el preparado farmacéutico.
Cantidad de 
muestra (g)
Volumen de 
muestra 
tomadot*) 
(mL)
Conc. de EP 
aOadida a las 
muestras 
rortifîcadas 
(mg/L)
Conc.
aAadida
(mg/L)
Curva de calibrado 
convencional
Curva de calibrado de la 
primera derivada
Método de Adidén 
Estândar
Método de Adiciôn 
Estândar con primera 
derivada
Conc.(mg/L) Error% Conc.(mg/L) Error% Conc.(mg/L) Error% Conc. (mg/L) Error %
0.3097 0.3 — 13.9 12.2 -12.4 13.1 -5.9 12.5 -10 13.9 0.0
8.5 8.6 -H .2 8.0 -5.9
17.0 16.6 -2.4 16.8 -1.2
22.6 22.0 -2.7 22.2 -1.8
0.3049 0.3 — 14.1 13.7 -3.3 13.9 -1.6 13.6 -3.9 13.8 -2.0
5.6 5.3 -5.4 5.2 -7.1
11.3 11.8 + 4.4 11.3 0.0
17.0 16.7 -1.8 17.1 +0.6
0.3049 0.2 ------- 8.8 9.3 + 5.4 7.9 -10.4 101 + 14.5 9.6 + 8.8
5.6 5.2 -7.1 4.8 -14.3
11.3 10.5 -7.0 10.6 -6.1
22.6 20.8 -7.9 21.0 -7.0
28.3 26.3 -7.0 26.4 -6.7
39.6 36.6 -7.6 37.4 -5.4
0.0662 1.0 ------- 9.5 8.5 -11.2 8.3 -12.5
0.2144 1.0 — 31.0 28.5 8.1 29.2 -5.6
3.4.S.2.4.- Jarabes
La determinaciôn de efedrina en jarabes se realizô en dos muestras diferentes 
(Pazbronquial y angiofilina).
Pazbronquial: Siguiendo el procedimiento descrito, se observô que mediante la 
aplicaciôn del método MOSA la pendiente de la recta obtenida fue similar a la recta de 
calibrado correspondiente a patrones (m=0.01554±4.282x10"*). Dicho resultado indicaba la 
no existencia de errores proporcionales. Sin embargo, la concentraciôn obtenida en este caso 
no fue la indicada por el fabricante. Del mismo modo, aunque mediante la aplicaciôn de la 
primera derivada al método (MOSA), también se obtuvieron pendientes similares a la de la 
recta de la primera derivada con patrones (m=2.1792±0.03684xl0"*), no se pudo determinar 
la concentraciôn de efedrina présente.
La ordenada en el origen obtenida aplicando el método de Youden fue (0.039±0.08) 
siendo este valor diferente de cero. El valor de la texperimentai fue mayor que el valor t^ i^co, tal 
que podlemos con un error del 5 % que la muestra introduce un error sistemâtico constante 
en la determinaciôn de efedrina. Por tanto, tal y como se muestra en la Tabla 27 se pudo 
determimar la concentraciôn de efedrina en la muestra mediante sustituciôn directa en el 
calibradlo con patrones restando previamente la senal analitica correspondiente al TYB a las 
senales .analiticas de las muestras.
ILa concentraciôn de efedrina determinada en la muestra fue (0.1026±0.004)g/100 
mL, cujyo valor es similar al indicado por el fabricante O.lg/100 mL.
Se ensayô otra muestra de jarabe (Angiofilina), para la que no pudo determinarse la 
concentiraciôn de efedrina debido a la presencia de otras sustancias en el preparado el 
farmacéîutico que reaccionaban con el reactivo dando lugar a un espectro de absorciôn 
diferentee con mâximo localizado a 506 nm.
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TABLA 27. Determinaciôn de la concentraciôn de clorhidrato de Efedrina en jarabe (Pazbronquial) mediante 
el calibrado convencional y la primera derivada correspondiente, a las X 468 nm y 526 nm, respectivamente. 
Condiciones: NQS 6.4x10'  ^ M, tampôn pH 7.5, calentando a 70°C durante 30 minutos y usando alcohol 
isoamilico como disolvente de extracciôn del producto de reacciôn. Temperatura 25°C. (*) Volumen de muestra 
tomado después de haber diluido el preparado farmacéutico (**) 1 mL diluido a 10 mL. (**) 5 mL diluidos a 
50 mL.
Cantidad 
de muestra 
(mL)
Muestra 
tomada 
después de 
la diluciôn 
(mL)
Conc.
anadida
(mg/L)
MOSA Primera der 
MOS/
ivada
Conc.
Encontrada
(mg/L)
Error
%
Con.
Encontrada
(mg/L)
Error
%
1(*) 0.5 16.6 20.5 + 23.7 20.3 22.1
5(**) 0.5 16.6 21.6 + 30.1 18.4 + 10.8
5(**) 0.5 16.6 20.8 + 25.3 20.9 + 19.4
Aplicando el método de 
Youden
Aplicando el método de 
Youden
K*) 0.5 16.6 16.9 + 1.8 17.6 + 6.0
5(**) 0.5 16.6 17.8 + 7.2 16.3 -1.8
5(**) 0.5 16.6 17.3 +4.2 17.8 + 7.2
3.4.5.3.- Conclusiones
Se ha demostrado que la efedrina (feniletiiamina con un grupo -OH en posiciôn a) 
puede ser determinada mediante su reacciôn con 1,2-naftoquinona 4-sulfonato en preparados 
farmacéuticos si los productos de reacciôn se extraen con alcohol isoamilico, dado su mayor 
carâcter polar en referencia con los obtenidos con anfetaminas.
El método se ha aplicado a diversas formulaciones taies como colirios, soluciones 
nasales, comprimidos y jarabes, que presentan matrices muy diversas, obteniendo buenos 
resultados para todas ellas, a excepciôn de un jarabe.
La exactitud y precis iôn obtenidas son adecuadas para este tipo de determ inaciones, 
no necesitando el procedimiento ningûn acondicionamiento previo de la muestra.
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3.5.- DETERMINACION CINETICO ESPECTROFOTOMETRICA 
DE FENILAMINAS CON 1,2-Naftoquinona 4-Sulfonato 
EN DISOLUCION ACUOSA

B NQS, en disoluciôn acuosa, tanto en presencia como en ausencia de aminas, 
expérimenta una modificacion de los valores de absorbancia con el tiempo. Per otra parte, 
cuando tiene lugar la reaccion entre el reactive y las aminas aparece un precipitado coloreado 
correspondiente al producto de reaccion que en el procedimiento extracto-espectrofotométrico 
se extrae en un disol vente orgânico. Este precipitado se solubiliza en presencia de un 
tensioactivo no iônico como es el Triton X-100.
Basado en estes hechos, en este apartado se realiza un estudio cinético-espectrofoto- 
métrico de la reaccion, con el propôsito de desarrollar un método râpido que permita la 
determinaciôn de fenilaminas en disoluciôn acuosa eliminando el proceso de extracciôn del 
producto de reaccion con el disolvente orgânico.
Procedimiento experimental
En cubetas de cuarzo se adicionaron volùmenes adecuados de cada una de las 
disoluciones de amina de concentraciôn Img/mL, disoluciôn amortiguadora que se preparô 
mezclando NaHCOj al 8 % con la minima cantidad posible de NaOH lOM y Triton X-100 
al 2%, anadiendo agua destilada hasta 1.5 mL. A esta mezcla se adicionô NQS al 0.42% p/v, 
siendo el volumen total en la cubeta de 2.5 mL y la concentraciôn final de reactivo 6.4x10 
^M. Se considerô como tiempo cero el tiempo en el que cae a la cubeta la ultima gota de 
reactivo. Cada experiencia se hizo por triplicado salvo que se especifique lo contrario. Las 
medidas de absorbancia se realizaron frente a blanco reactivo para las disoluciones que 
contenian la amina o frente a blanco todos los reactivos excepto NQS para las disoluciones 
que sôlo contenian reactivo.
El procedimiento general, en las condiciones ôptimas, es el que se describe a 
continuaciôn: A diferentes volùmenes de disoluciones patrôn de aminas, para obtener 
concentraciones finales entre 5 y 50 /xg/mL, se adicionaron 0.3 mL de tampôn carbonato- 
bicarbonato pH =  10.5 (0.95M), O.lmL de Triton X-100 (2%) y agua destilada hasta 
completar un volumen de 1.5 mL. Final mente, en la cubeta se adicionô 1 mL de reactivo 
NQS siendo el volumen final de 2.5 mL, y las concentraciones de reactivo, tampôn 
carbonato-bicarbonato y triton X-100 de 6.4x10 ^  M, 0.1 M y 0.1%, respect!vamente. Las
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disoluciones résultantes se calentaron a 45°C, midiendo los valores de absorbancia a 490nm, 
entre 45 y 180s. En todos los casos se realizaron très replicas de cada disoluciôn.
3.5.1- Estudio de las condiciones optimas de reacciôn
Las condiciones ôptimas se eligieron procurando obtener ademâs de la maxima 
sensibilidad, los mayores intervalos de linealidad, los mejores coeficientes de correlaciôn y 
la maxima precisiôn. Con el fin de encontrar estas condiciones, se estudiaron los principales 
parâmetros que afectan a la reacciôn entre el NQS y las aminas, cômo son el tiempo de 
reacciôn, el pH, la concentraciôn de Triton X-100, la temperatura de calefacciôn y la 
concentraciôn de NQS.
Influencia del tiempo de reacciôn.
En un estudio cinético, una de las primeras variables que hay optimizar es el tiempo 
de reacciôn. Con este objeto, se realizaron los espectros de absorciôn, entre 460-820nm, en 
funciôn del tiempo, cada 15s en el intérvalo entre 15 y 300s, para disoluciones de NQS en 
concentraciôn 6.4xlO*^M y en presencia de 20 mg/L de /8 -feniletilamina (Figura 48a) y de 
20 mg/L de efedrina (Figura 48b), pH = 10.5, Triton X-100 al 0.1 % y 45®C, medidos frente 
a blanco todos los reactivos excepto NQS. Los espectros presentan una banda de absorciôn, 
con un mâximo alrededor de 490 nm, que se incrementa en funciôn del tiempo alcanzando 
la jS-feniletilamina un valor de absorbancia a los 300s mucho mayor que el obtenido para la 
efedrina.
Dado que el aumento de absorbancia con el tiempo durante los primeros 300s fue 
lineal, la pendiente de la recta (tan ot) se pudo utilizar como medida de la velocidad de 
reacciôn.
En la Tabla 28 se muestran los valores obtenidos para la velocidad de reacciôn y la 
variaciôn de absorbancia a diferentes intervalos de tiempo y a 490nm, tanto para el NQS solo 
como en presencia de /?-feniletilamina y efedrina. El comportamiento observado a esta 
longitud de onda puede extrapolarse a las otras X en el intérvalo estudiado entre 490-5 lOnm, 
si bien sôlo se muestran los resultados obtenidos a 490nm por obtenerse la sensibilidad 
mayor.
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TABLA 28. Velocidad de reaccidii e iiicrenieiuos de absorbancia a diferentes intervalos de tiempo (s), para el NQS |3-feniletilaniina 20 ^tg/niL y efedrina 20 ^g/niL. NQS 
6.4xlO ’M, pH = 10.5, Triton X-100 0.1%, 45"C 5 niin.(* medidos frente blanco reactivo).
Intérvalo de tienipos (s).
Velocidad de 
reacciônlxKf^)
30-90 30 180 30-300 15-300 45-180 45-270
NQS 1.69 ±0.04 1.927±0.054 2.268±0.029 2.234±0.024 1.948±0.082 2.231 ±0.050
BFN* 2.41 ±0.04 3.000±0.025 2.731 ±0.03! 2.710±0.026 3.051 ±0.048 2.815±0.061
F IE ' I.34±0.06 1.606 ±0.050 1.641 ±0.021 1.586 ±0.020 1.677±0.039 1.706 ±0.049
90-30 180-30 300-30 300-15 180-45 270-45
NQS 0.098±0.003 0.28±0.0I 0.611 ±0.008 0.631 ±0.009 0.2671 ±0.0061 0.500±0.003
BFN* 0.14±0.04 0.4303 ± 0.0003 0.700 ±0.005 0.724±0.005 0.405±0.007 0.61 ±0.01
F IE ' 0.080±0.002 0.229±0.006 0.4068 ± 0.0003 0.418±0.007 0.2I7±0.004 0.35±0.01
FIGURA 48. Espectro de absorciôn del NQS en presencia de a) jS-feniletilaniina 20 ^g/niL b) efedrina 20 /xg/mL. NQS 6.4xlO^M, pH = 10.5, Triton X-100 0 .1 %, 45”C 
5 min.(espectros medidos frente blanco reactivo).
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Tanto los valores de velocidad como los AA, a todos los intervalos de tiempo 
estudiados, aumentan en orden efedrina-NQS, NQS y /3-feniletilamina-NQS. Por otra parte, 
para la reacciôn entre NQS y jg-feniletilamina el mayor valor de la velocidad se obtiene para 
los intervalos de tiempo 30-180 y 45-180s, mientras que para la reacciôn entre NQS y 
efedrina los intervalos fueron 45-180 y 45-270. Ademâs, el incremento en los valores de 
absorbancia aumenta al hacerlo el intérvalo de tiempo eligiendo 45-180s como intérvalo de 
medida.
Efecto de la acidez y de la concentraciôn de tampôn
Este estudio se realizô en el intérvalo de pH 8.4-12.0 usando disoluciones reguladoras 
de carbonato-bicarbonato sôdico con adiciôn de hidrôxido sôdico para modificar el pH. A 
pHs menores la velocidad de la reacciôn fue demasiado baja. Como puede observarse en la 
Figura 49, la velocidad de reacciôn para el NQS aumenta con el pH, siendo esta variaciôn 
menor a partir de pH 10.5. Por otra parte, para las otras dos reacciones (Figura 49B), las 
mayores velocidades de reacciôn se obtienen a pH 10.5. Por lo tanto, se eligiô 10.5 como 
pH ôptimo de trabajo.
4.0
0.0
8.0 9.0 10.0 12.0
4.0  1
C 3.0
^  2.0
0.0
10.0 12.08.0 9.0
FIGURA 49. Variaciôn de la velocidad de reacciôn en funciôn del pH del medio. A) NQS, B) NQS en 
presencia de a) /3-fenileiilamina 20 /xg/mL, b) efedrina 40 /ig/mL. NQS 6.4xlO'^M, pH =  10.5, Triton X-100 
0.1%, 45°C 5 min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos ffente blanco reactivo).
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Las condiciones en que la evoluciôn del reactivo es mayor coinciden a su vez con las 
eue la extracciôn del reactivo en el disolvente orgânico es menor, lo que podria indicar que 
el reactivo bajo estas condiciones evoluciona hacia una/s especie/s que no se extraen en el 
disolvente orgânico. Sin embargo, a valores de pH menores, la evoluciôn del reactivo es 
mucho menor, siendo en este caso la extracciôn del reactivo en el disolvente orgânico mayor.
Aunque bicarbonato al 8 % (pH = 8.4) es el medio mâs empleado en la bibliografia, 
nosotros preferimos la utilizaciôn de disoluciones reguladoras de dihidrôgeno-monohidrôgeno 
fosfato (pH=7.5) o de carbonato-bicarbonato (pH=l0.5), dado que la interferencia del 
reactivo en la disoluciôn orgânica fue menor.
También se estudio la influencia de la concentraciôn de carbonato-bicarbonato en el 
intérvalo 0.01-0.3 M. Los resultados obtenidos indicaron que tanto en ausencia como en 
presencia de aminas, la concentraciôn de disoluciôn reguladora influye sobre la velocidad de 
reacciôn (Figura 50). Asi para la reacciôn NQS-j3-feniletilamina el aumento de la velocidad 
con la concentraciôn de carbonato-bicarbonato es mayor que para la reacciôn entre la 
efedrina y el reactivo. La concentraciôn de O.IM se elige como concentraciôn de trabajo.
5.0
3 2.0
0.0
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FIGURA 50. Variaciôn de la velocidad de reacciôn en funciôn de la concentraciôn de tampôn carbonato/bicar- 
bonato). A) NQS, B) NQS en presencia de a) jS-feniletilamina 20 f i g l v o L ,  b) efedrina 40 /xg/mL.NQS 6.4xlO'^M, 
pH =  1(0.5, Triton X-100 0.1%, 45°C 5 min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
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Influencia de la concentraciôn de Triton X-100
A continuaciôn se estudia el efecto de la concentraciôn de tensioactivo sobre la 
velocidad de la reacciôn entre el reactivo y las dos aminas.
El intérvalo de concentraciones estudiado variô entre 0.1 y 0.8 % de Triton X-100. 
La presencia de tensoactivo permitiô la solubilizaciôn del producto de reacciôn sin afectar 
prâcticamente a la velocidad en el caso del reactivo solo y en presencia de efedrina (Figura 
51). Para la reacciôn NQS-jS-feniletilamina, puede considerarse que la velocidad no se 
mod if ica en presencia de una concentraciôn de Triton inferior al 0.4%. En base a estos 
resultados, se eligiô una concentraciôn de Triton X-100 de 0.1%.
a 3 .0
Trito n  %
4.0
o
2.0
1.0
0.0
0.80.0 0.2 0.4 0.6
Triton  %
FIGURA 51. Variaciôn de la velocidad de reacciôn en funciôn de la concentraciôn de Triton X-100. A) NQS, 
B) NQS en presencia de a) j3-feniletilamina 20 /xg/mL, b) efedrina 40 fxg/mL. NQS 6.4xlO'^M, pH = 10.5, 
Triton X-100 0.1%, 45°C 5 min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
Influencia de la temperatura
También se estudiô el efecto de la temperatura en el intérvalo entre 25 y 55®C. En 
presencia del tensioactivo no se pudieron utilizar temperaturas superiores por producirse un 
enturbiamiento en las disoluciones que impedian la medida de la senal analitica. En las 
Figuras 52 A y B puede apreciarse que para las dos reacciones estudiadas la velocidad
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aumemta con la temperatura. Dado que la velocidad de reaccion del blanco también aumenta 
con lai temperatura, seleccionamos una temperatura de calefacciôn 45°C, con el propôsito 
e disrminuir la senal analitica correspondiente al blanco reactivo.
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FIGURA 52. Variaciôn de la velocidad de reacciôn en funciôn de la temperatura. A) NQS, B) NQS en presen­
cia de ia) jS-feniletilamina 20 /xg/mL, b) efedrina 40 /xg/mL. NQS 6.4xlO'^M, pH= 10.5, Triton X-100 0.1%, 
45°C 55 min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
Influencia de la concentraciôn de NQS
La variaciôn de la concentraciôn de NQS viene limitada por la alta absortividad molar 
del reactivo. Este estudio al igual que los anteriores se realizô tanto en presencia como 
ausenicia de aminas. En ausencia de amina, la velocidad de reacciôn aumenta con la 
concentraciôn de reactivo (Figura 53 A) . En la Figura 53B, se muestran las curvas de 
saturateiôn en presencia de jS-feniletilamina y efedrina, observândose que las velocidades de 
reacciiôn aumentan con la concentraciôn de NQS hasta 6.4x10^ M y 1.02x10'^ M, respec- 
tivamtente. En base a estos resultados elegimos una concentraciôn de NQS 6.4x10'^ M.
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FIGURA 53. Variaciôn de la velocidad de reacciôn en funciôn de la concentraciôn de NQS. A) Reactivo NQS, 
B) NQS en presencia de a) /î-feniletilamina 20 /xg/mL, b) efedrina 40 ^g/mL. pH = 10.5, Triton X-100 0.1 %, 
45°C 5 min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
3.5.2.- Orden de reaccion
El método diferencial se basa en la medida de las velocidades iniciales de las 
reacciones determinadas midiendo las pendientes de las curvas concentraciôn-tiempo. Si una 
reacciôn es de un orden n, puede relacionarse la velocidad con la concentraciôn de un reacti­
vo mediante la ecuaciôn: v=kc“ (siendo k la constante de velocidad). Por tanto, si se déter­
mina la velocidad para distintos valores de concentraciôn de reactivo, la representaciôn del 
logaritmo de la velocidad frente al logaritmo de la concentraciôn debe de dar una linea recta, 
donde la pendiente représenta el orden de reacciôn respecto a la sustancia cuya concentraciôn 
se ha variado y la ordenada en el origen représenta el valor de logaritmo de la constante de 
velocidad.
Aplicando el método diferencial se calcularon los ordenes de reacciôn correspondien- 
tes al NQS, jS-feniletilamina, efedrina, dl-anfetamina, d-anfetamina, d-metanfetamina y dl- 
metanfetamina en las condiciones ôptimas de trabajo obtenidas para jS-feniletilamina y 
efedrina: disoluciôn reguladora carbonato-bicarbonato 0. IM  (pH = 10.5), 0.1% en Triton X- 
100, 45°C, intérvalo de tiempo entre 45-180s y longitud de onda 490nm (Tabla 29). Tanto
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para el reactivo como para los analitos en presencia del reactivo, se obtienen reacciones de 
pseudo-primer orden.
TABLA 29. Orden de reacciôn para los distintos analitos y el NQS. NQS 6.4xlO'^M. pH = 10.5, Triton X-100 
0.1%, 45°C 5 min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
Sustancia n k r
NQS 0.96 -1.95 0.994
/3-feniletilamina 1 . 0 1 -3.84 0.999
efedrina 0.98 -4.08 0.990
d-anfetamina 1.08 -4.35 0.999
dl-anfetamina 0.96 -4.39 0.999
d-metanfetamina 1 . 0 2 -4.03 0.999
dl-metanfetamina 0.91 -3.84 0.999
3.5.3.- Ecuaciones de las rectas de calibrado con patrones y 
paramètres anaiiticos
Para calcular las curvas de calibrado, se utilizaron dos métodos: el de la velocidad 
de reacciôn entre 45-180 s y los incrementos de los valores de absorbancia entre 45 y 180s. 
Para todas las aminas estudiadas las grâficas de calibrado se evaluaron en las condiciones 
ôptimias obtenidas para /3-feniletilamina y efedrina.
En la Tabla 30 se muestran las caracteristicas analiticas de las determinaciones 
indiviiduales de /3-feniletilamina, efedrina, d-anfetamina, dl-anfetamina, dl-metanfetamina y 
d-mettanfetamina aplicando los dos métodos arriba indicados.
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TABLA 30. Caracteristicas analfticas de la reacciôn entre el NQS y (S-feniletiamina (BFN), Efedrina (EFE), 
dl-metanfetamina (dl-MET), d-metamfetamina (d-MET), d-anfetamina (d-AMP) y dl-anfetamina (dl-AMP). 
Condiciones: NQS 6.4xlO'^M, NaHCO, 0. IM, pH 10.5, triton X-100 0.1 %, Temperatura 45°C e intérvalo de 
tiempo 45-180s a 490 nm.(1. D = Intérvalo dirdmico, C.R. = coeficiente de regresiôn, Cld= limite de detecciôn. )
METODO BFN EFE dl-MET d-MET dl-AMP d-AMP
(^ iao~^ 4s)
Ordenada -3.04x10' 2 .0 1 x1 0 ' -5.84x10' 3.24x10' -3.44x10' -9.84x10'
Pendiente 20.03x10' 9.23x10' 12.84x10' 12.47x10' 5.72x10' 5.79x10'
C.R. 0.9999 0.9990 0.9991 0.9992 0.9990 0.9992
Cu5 (mg/L) 0.92 2 . 0 1.4 1.5 3.2 3.2
I.D.(mg/L) 3.1 - 50.0 6.7 - 50 4.8 - 50 4.9 - 50 10.8 - 50 10.6 - 50
Velocidad
Inicial
(45-180$)
Ordenada -1.80x10' 4.81x10' -5.77x10' -4.07x10' -5.29x10-* -9.01x10'
Pendiente 15.0x10' 7.06x10' 9.57x10' 9.31x10' 4.22x10' 4.32x10'
C.R. 0.9999 0.9990 0.9994 0.9992 0.9990 0.9993
Cld (mg/L) 1 . 6 3.5 2 . 6 2 . 6 5.8 5.7
I.R.(mg/L) 5.5 - 50 11.6 - 50 8 . 6  - 50 8 . 8  - 50 19.4 - 50 19.0 - 50
El limite de detecciôn (Cld) se calculé a partir de la expresiôn 3 Sg/m (98). El limite 
de cuantificaciôn se évalué a partir de la expresiôn 10 S /^m (99) y se corresponde con el 
limite inferior del intérvalo lineal. La determinaciôn mâs sensible corresponde a la |8 - 
feniletilamina y las me nos sensibles son las de d-anfetamina y dl-anfetamina. Para todas las 
determinaciones, utilizando el método de AA se obtienen unos intervalos de linealidad 
mayores y unos limites de detecciôn y de cuantificaciôn menores que empleando el método 
de la velocidad de reacciôn.
3.5.4.- Determinaciôn de anfetamina y efedrina en preparados 
farmacéuticos
En este apartado se realizô la determinaciôn de una amina primaria, anfetamina y de 
una secundaria, efedrina, en algunos preparados farmacéuticos, en las condiciones ôptimas 
previamente establecidas: tampôn carbonato-bicarbonato 0. IM , pH = 10.5, Triton X-100 
0.1%, NQS 6.4x10  ^ M, temperatura de calefacciôn de la muestra a 45 °C. Las lecturas de
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absorbancia se realizaron a 490nm. El procedimiento se évalué quimiométricamente mediante 
la aplicaciôn del método de adiciôn estandar y del método de Youden.
Los preparados farmacéuticos utilizados son colirio de ojos y comprimidos. El colirio 
de ojos comercialmente conocido por Mirazul y segûn la referenda del fabricante con un 
contenido de 0.5 mg/mL de clorhidrato de efedrina. (Laboratorio de Aplicaciones 
Farmacodinâmicas, S.A.)
La determinaciôn de anfetamina se realizô en comprimidos, comercialmente conocidos 
con el nombre de Centramina, y con un contenido de 10 mg de sulfato de anfetamina por 
comprimido.
Procedimiento experimental.
Preparados farmacéuticos
C o lir io
Miraziul: volùmenes 1.8 y 1.3 mL del preparado farmacéutico fueron diluidos a 10 mL, de 
estas disoluciones se tomaron alicuotas de 0.5 y 1.0 mL, respectivamente, a las cuales se les 
adicionô tampôn carbonato-bicarbonato pH =  10.5, Triton X-100 y agua destilada hasta 
completar un volumen de 1.5 mL. Final mente, se anadiô 1.0 mL de NQS, siendo el volumen 
final en la cubeta de 2.5 mL. Las muestras se procesaron siguiendo el procedimiento descrito 
para las disoluciones patrôn.
C o m p rim id o s
Centramina: En todos los casos, se pesaron y homogeneizaron 3 pastillas del preparado 
farmacéutico. La cantidad requerida (aproximadamente 0.06 g) fue suspendida en agua 
destilada y agitada durante 30 minutes, siendo posteriormente filtrada. El filtrado fue llevado 
a 50 imL con agua destilada.
Métodos de Youden y Adiciôn Estandar
Para la aplicaciôn del método de Youden, se tomaron volùmenes variables, entre 0.2- 
1.1 miL, de la disoluciôn del preparado farmacéutico, estando las concentraciones finales 
compirendidas entre 7.1 y 39.1 mg/L. Estas muestras se procesaron de acuerdo con el 
procedimiento descrito anteriormente.
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Para la aplicaciôn del método de adiciôn estandar, a un volumen constante de la 
disoluciôn del preparado farmacéutico, se adicionaron volùmenes variables de disoluciôn 
patrôn de sulfato de anfetamina o de clorhidrato de efedrina, disoluciôn reguladora carbonato- 
bicarbonato (pH = 10.5), Triton X-100, agua destilada, y NQS, siendo el volumen final de 
2.5 mL. La mezcla résultante se procesô de acuerdo con el procedimiento descrito para las 
disoluciones patrôn.
Como puede verse lo largo de la présente memoria, el NQS constituye un blanco que 
absorbe a las mismas longitudes de onda que el producto de reacciôn amina-NQS. Cuando 
se aplicô el método de Youden a muestras de preparados farmacéuticos que contenian 
anfetamina (Centramina) se observô que la ordenada en el origen en presencia de analito era 
diferente de cero (AA,«ouj5s=0.2634±0.0041, V45.i8o,=(1 .9 4 9 ± 0 .0 0 2 ) x l0 ' )^ siendo este valor 
coïncidente con el valor correspondiente al blanco de reactivo (AA,50-45,=0.2671 ±0.0061, 
V45.,8o,=(1.948±0.082)x10'^). En la Figura 54a, se muestra la representaciôn correspondiente 
al Youden en presencia de anfetamina. Cuando se resta el valor del blanco reactivo, la 
ordenada en el origen es coïncidente con cero (Figura 54b). Dada la coincidencia entre los 
valores del TYB y del blanco reactivo se puede decir que la determinaciôn de anfetamina 
présenta un error de tipo constante debido al reactivo estando libre de cualquier otro tipo de 
error constante debido a la matriz.
En general se puede afirmar que la determinaciôn de aminas mediante reacciôn con 
NQS a través del procedimiento cinético-espectrofotométrico, présenta un error constante 
debido a la interferencia del blanco reactivo.
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FIGURA 54. Variaciôn de la senal analitica A A vs volumen de muestra, a) frente a blanco medio de reacciôn, 
b) frente a blanco reactivo. Condiciones: NQS 6.4xlO'^M, NaHCOj O.IM, pH 10.5, triton X-100 0.1%, 
Teraperamra 45°C e intérvalo de tiempo 45-180s a 490 nm.
Determinaciôn del contenido de sulfato de anfetamina en comprimidos y  de 
efedrina en colirio.
Previamente a la determinaciôn de! contenido de anfetamina en el preparado 
farmacéutico, se aplicô el método de adiciôn estandar con el propôsito de observar la ausen­
cia o presencia de errores proporcionales debidos a la matriz.
En la determinaciôn de sulfato de anfetamina en comprimidos, la pendiente de la recta 
obtenida mediante la aplicaciôn del MOSA ( m:AAi8o^5,=5.4612xlO^ V45.igos=4.0555xI0‘0 
fue similar a la correspondiente a la curva de calibrado con patrones (m:AAi8o 5^ s=5 .7 9 x I 0 ' \  
V45.i80s=4.32x10'^), mostrando la ausencia de errores sistemâticos proporcionales debidos a 
la matriz. Dicho resultado indica que la concentraciôn de anfetamina présente en la muestra 
puede ser determinada bien a partir de la aplicaciôn del MOSA o bien directamente a partir 
de la sustituciôn de la senal analitica obtenida en la correspondiente curva de calibrado de 
los patrones. En ambos casos, sera necesario evaluar previamente la senal correspondiente 
al TYB o blanco reactivo, el cual sera sustraido a la senal analitica de la muestra, 
previamente a su determinaciôn.
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En la Tabla 31 se muestran los resultados de concentraciôn de sulfato de anfetamina 
encontrados en la muestra mediante la aplicaciôn del MOSA y de la curva de calibrado con 
patrones, utilizando como parâmetros la velocidad de reacciôn entre 45-180s y los 
incrementos de absorbancia entre 45-180s. Usando estos dos métodos, se obtienen resultados 
comparables.
Finalmente, se determinô la concentraciôn présenté de sulfato de anfetamina por 
comprimido siendo de 9.95 ±0.39 mg (n=16), cuando la cantidad dada por el fabricante es 
de 10 mg por comprimido. Por tanto la concentraciôn de anfetamina en la muestra puede 
determinarse con un error mâximo del 3.9%.
Anâlogamente, se determinô el contenido de clorhidrato de efedrina en muestras de 
colirio. En este caso, la aplicaciôn del MOSA permitiô obtener pendientes similares a las 
correspondientes a la curva de calibrado con patrones (miAA^go^s ,=10.14x10 \  V45. 
i80s=7.59xlO'\ A A i8o^ 5  ,=9.23x10 \  V45.igo,=7.09xl0'\ respectivamente) indicando la 
ausencia de errores sistemâticos proporcionales en la determinaciôn. Consecuentemente, tanto 
la aplicaciôn del MOSA como de la curva de calibrado permiten determinar la concentraciôn 
de clorhidrato de efedrina en el preparado farmacéutico, si previamente se ha èvaluando la 
interferencia constante del blanco reactivo. En la Tabla 31 se observa que los valores de 
concentraciôn encontrados en el preparado farmacéutico mediante la aplicaciôn de ambos 
métodos son similares. La concentraciôn obtenida fue de 0.50±0.02 mg/mL (n = 8 ), cuando 
la concentraciôn indicada por el fabricante era de 0.5 mg/mL. Estos resultados nos indican 
que la concentraciôn de clorhidrato de efedrina en la muestra puede ser determinada con un 
error mâximo del 4%.
El valor de concentraciôn obtenido en la determinaciôn de efedrina fiie similar al 
evaluado mediante la aplicaciôn del procedimiento de determinaciôn de efedrina extracto- 
colorimétricamente con NQS utilizando como disolvente de extracciôn alcohol isoamilico, 
en cuyo caso la concentraciôn encontrada fue de 0.504±0.035 mg/mL para n = 8 .
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TABLA 31. Resultados de concentracidn obtenidos en preparados famiacéuticos (Centramina y mirazul). Aplicando el MOSA y la curva de calibrado con 
patrones.(ANF = antetamina, EFE = etedrina).(*) Correspondiente a las muestras de colirio para la determinaciôn de clorhidrato de efedrina.
Cantidad
de
muestra
(g)
Vol. de 
muestra 
tomado 
después de 
la diluciôn
(mL)
M uestras 
fortificada 
Con. de 
AN F o 
EFE* 
aiiadida. 
(mg/L)
Con. 
indicada 
por el 
fabricante 
en AN F o 
EFE* 
(nig/L)
I n c r e m e n t o  d e  A b s o r b a n c i a  4 5 - 1 8 0 s V e l o c i d a d  d e  r e a c c i ô n  ( 4 5 - 1 8 0 s )
Método de Adiciôn 
Estândar (MOSA)
Curva de calibrado con 
patrones
Método de Adiciôn 
Estândar (MOSA)
Cuiva de calibrado con 
patrones
Conc.
encontrada
(mg/L)
Error (%) Conc.
encontrada
(mg/L)
Error (%) Conc.
encontrada
(mg/L)
Error (%) Conc.
encontrada
(mg/L)
Error (%)
0.0623 0.5 17.8 18.1 + 1.7 18.1 + 1.7 17.9 + 0.6 17.6 -1.1
16.0 15.4 -1.9 14.8 -7.5
32.0 30.4 -5.0 29.4 -8.1
40.0 38.3 -4.3 36.8 -8.0
0.0633 0.5 18.7 19.2 + 2.6 19.3 + 3.2 19.5 + 4.3 18.9 -1.1
8.0 8.2 + 2.5 7.6 -5.0
24.0 23.1 -3.9 22.6 -5.8
40.0 37.9 -5.2 36.8 -8.0
0.0623 0.4 14.2 14.8 + 4.2 14.4 + 1.4
0.0633 0.7 26.2 24.7 -5.7 24.3 -7.2
0.0633 0.9 33.6 34.2 -1.8 33.6 0.0
0.0633 l.l 41.1 38.5 -6.3 37.8 -8.0
(*>1.8 niL 0.5 18.0 18.4 + 2.2 18.7 + 3.9 18.8 + 4.4 19.2 + 6.6
(*)l.3  niL 1.0 26.0 23.8 -8.4 25.9 -0.4 25.1 -3.5 26.5 + 1.9
3.5.5.- Conclusiones
En este apartado se ha establecido un procedimiento cinético-espectrofotométrico para 
la determinaciôn de aminas mediante reacciôn con el reactivo NQS y en presencia de un 
tensoactivo (Triton X-100) que permite la solubilizaciôn del producto de reacciôn, evitando 
por tanto la necesidad de su extracciôn con disolventes orgânicos. Este procedimiento ha sido 
aplicado a la determinaciôn de anfetamina y efedrina en preparados farmacéuticos, 
pudiéndose en ambos casos determinar la concentraciôn de analito présente en la muestra con 
errores menores del 4 %. Los resultados obtenidos han sido comparables a los evaluados 
mediante la utilizaciôn del procedimiento extracto-espectrofotométrico con extracciôn del 
producto de reacciôn con disolventes orgânicos. Sin embargo, el empleo del procedimiento 
cinético permite reducir considerablemente el tiempo de anal is is asi como el consumo de 
reactivos (especialmente los disolventes de extracciôn del producto de reacciôn).
Este procedimiento no es adecuado para la determinaciôn de estas drogas en muestras de 
orina dados las altas senales analfticas obtenidas para los blancos correspondientes.
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3.6. DETERMINACION DE ANFETAMINA Y
METANFETAMINA EN MUESTRAS DE ORINA 
MEDIANTE CLAR EN FASE NORMAL

Este apartado se inicia con un estudio del procedimiento cromatogrâfico descrito por 
Endo y col.(57), y reproducido por Farrell y col.(58) para la determinaciôn de anfetaminas 
en muestras de orina con detecciôn UV/V, estudiando de la separaciôn cromatogrâfica de los 
productos de reacciôn (amina-NQS) para las diferentes condiciones de reacciôn, siendo el 
principal objetivo de este apartado incidir en el tratamiento previo de la muestra de orina 
para la determinaciôn de estos analitos.
3.6.1- Selecciôn de las condiciones de derivatizacion
Procedimiento experimental
Con objeto de estudiar las especies présentes en los extractos orgânicos tras previa 
derivatizaciôn con NQS se ha realizado la separaciôn cromatogrâfica empleando cromatogra- 
fia liquida de alta resoluciôn tanto en fase reversa como en fase normal. Del mismo modo 
que en el procedimiento extracto-espectrofotométrico, se ha realizado una comparaciôn de 
los distintas condiciones de reacciôn.
El procedimiento experimental ha sido el descrito en la pâgina 8 8 , correspondiente 
a la preparaciôn de patrones de anfetamina-NQS y metanfetamina-NQS. Se han utilizado las 
condiciones descritas por Endo y col.(57) y Farrell y col.(58) utilizando bicarbonato (8 %) 
y NQS 0.5%, siendo la mezcla résultante calentada durante 20 minutes a 70®C. De forma 
anâloga, se ha realizado el procedimiento de derivatizaciôn en condiciones de pH 10.5 
calefacciôn a 45°C durante 10 minutes. Los productos de reacciôn han sido extraidos en 
cloroformo, filtrados e inyectados en el cromatôgrafo, utilizando una columna de silice 
LiChrospher Si-60/x 250 mm x 4 D.I y como eluyentes cloroformo : etanol : acetate de etilo:n- 
hexano (15:15:12:58).
En el caso de la utilizaciôn de cromatografia en fase reversa, los extractos de 
cloroformo fueron evaporados a sequedad y reconstituidos en un volumen igual de metanol, 
siendo posteriormente filtrados e inyectados en una columna LiChrospher 100 PR-18 (125 
X 4) y como fase môvil acetonitrilo: agua (50:50).
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Resultados y  dlscusiôn
En la Figura 55, se muestran los cromatogramas obtenidos trabajando en las 
condiciones de reacciôn establecidas por Endo y col.(Tabla 5B) y en condiciones de pH 10.5 
con calefacciôn de la muestra durante 10 minutos a la temperatura de 45°C. En el primer 
caso, el cromatograma muestra los picos de los productos de reacciôn anfetamina-NQS, 
metanfetamina-NQS y jS-feniletilamina-NQS, con tiempos de retenciôn 7.1, 7.5 y 8.5 
minutos, respectivamente. Sin embargo en la parte inicial del cromatograma se observa la 
existencia de pequenos picos que también corresponden a productos de reacciôn amina-NQS, 
correspondiendo a cada analito dos picos. Anâlogamente, el cromatograma obtenido en 
condiciones de pH 10.5 es similar, sin embargo las areas de los picos obtenidos son 
diferentes para anfetamina y /3-feniletilamina, observândose un aumento de las âreas de los 
primeros picos y una disminuciôn de los segundos.
La disminuciôn del contenido de etanol en la fase môvil permitiô la resoluciôn de los 
picos iniciales del cromatograma (Figura 55B) mostrândose los picos correspondientes a cada 
analito y al reactivo.
En la Figura 56, se muestran los espectros correspondientes a los productos de 
reacciôn obtenidos. Los espectros tanto de los primeros productos de reacciôn como los de 
los segundos son bastante similares, por lo que en principio ambos productos contribuirân 
a la senal analitica obtenida en el procedimiento extracto-colorimétrico. Las especies 
indicadas presentan diferentes polaridades siendo los segundos productos de reacciôn mâs 
apolares.
Cuando la fase môvil contiene elevados porcentajes de etanol se observa una 
alteraciôn en el orden de eluciôn de los productos de reacciôn, sin embargo en condiciones 
cloroformo:etanollacetato de etiloin-hexano (22:1:32:45) el orden de eluciôn coincide con 
el indicado en la bibliografia siendo metanfetamina-NQS, anfetamina-NQS y jS-feniletilamina- 
NQS.
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FIGURA 55. Cromatograma correspondiente a los productos de reacciôn amina-NQS. Utilizando un columna 
LiChorspher Si-60 5/xm 250 x 4 mm D.I. Fase môvil: Cloroformo:acetato de etilo:n-hexano:etanol 
A)(15:12:58:15) B)(22:32:45:1) (1: anfetamina, 2: metanfetamina, 3: /3-feniletilamina).
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FIGURA 56. Espectros de absorciôn UV-V de los productos de reacciôn separados mediante CLAR.
Cuando los productos de reacciôn son separados utilizando CLAR en fase reversa, 
el orden de eluciôn de los analitos se invierte, siendo /3-feniletilamina, anfetamina y 
metanfetamina. Bajo estas condiciones los subproductos de reacciôn dado su mayor carâcter 
apolar eluyen posteriormente apareciendo en la parte final del cromatograma (Figura 57).
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FIGURA 57. Cromatograma correspondiente a los productos de reacciôn amina-NQS utilizando una columna 
C l8 . (1: anfetamina, 2: metanfetamina, 3: /J-feniletilamina, 4: efedrina.).
De este estudio se dériva que por lo menos en el extracto orgânico existen dos 
especies diferentes. La relaciôn entre sus concentraciones depende de las condiciones 
expérimentales de derivatizaciôn estando interrelacionadas.
Desde el punto de vista de la determinaciôn CLAR résulta mâs adecuado la utilizaciôn 
de las condiciones descritas por Endo y col. (Tabla 5B) sobre todo para anfetamina. De ahi 
que se hayan elegido estas condiciones y como disolvente de extracciôn cloroformo dado que 
la recuperaciôn es superior y al introducir una etapa de separaciôn los problemas de blanco 
son menos graves, incluso despreciables.
3.6.2.- Selecciôn de las condiciones cromatogràfîcas
Procedimiento experimental
Los condiciones cromatogrâficas descritas por Endo y col.(57), asi como por Farrell 
y col.(58) se muestran en la Tabla 5B. Ambos autores utilizan el reactivo NQS como agente 
de derivatizaciôn de aminas y realizan su determinaciôn en orina por CLAR en fase normal.
El procedimiento de derivatizaciôn se realiza mediante calefacciôn a 70°C durante 20 
minutos de una mezcla de amina, tampôn bicarbonato al 8 % y reactivo NQS 0.5% (Volumen 
total 2 mL), siendo el producto de reacciôn extraido en 2 mL de CHCI3.
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Ambos procedimientos cromatogrâficos son similares presentando ligeras modificacio- 
nes para obtener los mismo resultados.
En este caso se ha utilizado un columna LiChrospher Si-60, tamano de particula 5 
fim, 125 mmx4 mm DI. Columnas de mayor tamano (250 mm x 4 mm DI) prolongan 
considerablemente el tiempo de anal is is, requiriéndose ademâs un aumento considerable en 
el porcentaje de etanol en la fase môvil con el fin de disminuir los tiempos de retenciôn. Con 
el propôsito de obtener resultados comparables a los establecidos en la bibliografia se han 
estudiado las condiciones cromatogrâficas (composiciôn de la fase môvil, velocidad de flujo, 
volumen de inyecciôn de la muestra). La identificaciôn de cada uno de los productos de 
reacciôn (amina-NQS), se realizô por comparaciôn de sus espectros y tiempos de retenciôn, 
con los obtenidos previamente mediante la inyecciôn directa de cada uno de ellos.
El detector ha registrado los espectros del eluato entre 270 y 600 nm. (cada 4 nm) a 
intervalos de 460 ms, siendo la longitud de onda de referencia 600 nm. Se han elegido 
diferentes longitudes de onda 254, 280, 450 y 464 nm. La utilizaciôn de menores longitudes 
de onda no ha sido posible debido al elevado ruido de fondo proporcionado por los 
disolventes utilizados. Las inyecciones cromatogrâficas se realizaron a temperatura ambiente.
Resultados y dlscusiôn
Los disolventes empleados en la fase môvil fueron etanol, cloroformo, acetato de etilo 
y n-hexano en las mismas proporciones que las establecidas en la bibliografia por Farrell y 
col.(57). Sin embargo, en este caso la velocidad de flujo ha sido de 2 mL/min, dado que una 
velocidad de flujo menor aumenta el tiempo de anâlisis y la resoluciôn de los picos es peor 
presentando una gran dispersiôn. Las condiciones cromatogrâficas propuestas se muestran 
en la Tabla 32.
En la Figura 56 se muestran los espectros de absorciôn de los diferentes compuestos 
considerados utilizando las condiciones cromatogrâficas indicadas anteriormente. En general 
los mâximos de absorciôn de mayor intensidad aparecen en la regiôn de longitudes de onda 
230-300 nm. Sin embargo trabajando en cromatografia en fase normal, no se han podido 
utilizar longitudes de onda menores a 270 nm. Los espectros correspondientes a los productos 
de reacciôn de la jS-feniletilamina y anfetamina son idénticos, presentando mâximos
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localizados a 276, 324 y 448 nm. El producto de reaccion metanfetamina-NQS présenta un 
espectro ligeramente diferente estando en este caso los mâximos de absorciôn localizados a 
280, 340 y 456 nm. Las principal diferencia entre estos compuestos reside en el tiempo de 
retenciôn, siendo este de 2.6, 3.7 y 4.9 min. para metanfetamina, anfetamina y jS- 
feniletilamina, respectivamente (Figura 58).
TABLA 32. Condiciones cromatogrâficas.
Condiciones cromatogrâficas
Columna LiChrosfer Si-60, 5/im, 125x4mm 
D.I
Fase môvil Cloroformo:acetato de etilo: 
n-hexano:etanol(22:32:45:1)
velocidad de fluio 
(mL/min)
2 . 0
Volumen de invecciôn 
(/il)
25
Detecciôn 280 y 450 nm
□
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FIGURA 58. Cromatograma correspondiente a los productos de reacciôn amina-NQS utilizando CLAR en fase 
normal (LiChrosfer Si 60 5/xm, 125 x 4 mm D.I.), en las condiciones descritas en la Tabla 32.
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3.6.3.- Curvas de calibrado con patrones y parametros analiticos
Procedimiento experimental
Las curvas patron se han obtenido a partir de les productos de reacciôn NQS-aimina. 
Para elle prevlamente se ha realizado el procedimiento de derivatizaciôn partiendo de 
disoluciones acuosas de los analitos. En este caso se han tomado volûmenes variables die una 
disoluciôn patron de analito, a los que se ha adicionado 0.5 mL de una disoluciôn de 
bicarbonato al 8 % y 0.5 mL de reactivo NQS (volumen final 1.5 mL). La mezcla résultante 
se ha calentado a 70°C durante 20 minutos y el producto de reacciôn ha sido extraido en 1.5 
mL de cloroformo. Se han reproducido concentraciones comprendidas entre 0.66 y 13.33 
/xg/mL. Las condiciones cromatogrâficas son las descritas en la Tabla 33, realizândose très 
replicas de cada disoluciôn.
Resultados y discusiôn
Las curvas de calibrado se han construido representando el ârea de los picos 
cromatogrâficos obtenidos para los productos de reacciôn amina-NQS frente a la concentra- 
ciôn de analito en la muestra.
En la Tabla 33 se muestran los parametros analiticos correspond lentes a los très 
analitos estudiados. El calibrado es lineal en todo el intervalo de concentraciones estudiado.
TABLA 33. Parâmetros analfticos correspondientes a los productos de reacciôn amina-NQS, Condiciones:NQS 
6.4x10’^  M, medio bicarbonato 0.26%, calefacciôn 20 min.70°C. Extraidos en cloroformo.
Parâmetros analiticos
iS-feniletilamina Anfetamina Metanfetamina
280 nm 450 nm 280 nm 450 nm 280 nm 450 nm
a ± S , 0.8 ± 4.4 1.511.97 -1.1214.8 0.85 db 1.35 0.313.2 3.2612.05
b ± Sb 35.54+0.6 7.9310.25 32.0910.6 7.3010.2 22.54i0.42 8.4210.25
r 0.998 0.995 0.998 0.997 0.998 0.995
n 12 13 13 13 13 13
Syx 9.3 4.2 10.4 2.9 6.7 4.4
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3.6.4.Tratamiento previo de muestras de orina
Como se dériva de la iectura del apartado dedlcado al tratamiento de muestra en los 
antecedentes, la mayor parte de los procedimientos descritos al respecto, se basan en la 
extraccion liquido-liquido, por lo que estos farmacos son aislados de la matriz biologica, y 
en ocasiones preconcentrados, en un disolvente organico adecuado. Estos procedimientos 
suelen requérir grandes volûmenes de disolventes puesto que con frecuencia no es suficiente 
una ûnica etapa de extraccion si se desea conseguir un elevado rendimiento o una eliminaciôn 
suficiente de la matriz, con lo que el tiempo de preparaciôn de la muestra se alarga 
considerablemente. Ademâs, la inmiscibilidad entre las dos fâses puede conducir a la 
formaciôn de emulsiones, lo que se traduce en la obtenciôn de recuperaciones variables de 
los analitos.
Como puede observarse en la Tabla 4, son muy pocos los procedimientos descritos 
en la bibliografia que utilizan extraccion en fase sôlida en la etapa de tratamiento de la 
muestra. Estas técnicas se basan en la retenciôn selectiva de los analitos en columnas rellenas 
con un material similar al que se usa en la separaciôn cromatogrâfica de las muestras, pero 
con un diâmetro de particula muy superior. Los compuestos de la matriz que también hayan 
podido quedar retenidos, se eliminan lavando la columna con un disolvente, en el caso de 
analitos de baja polaridad es suficiente el empleo de agua o un tampon. Finalmente, los 
analitos son eluidos con un disolvente apropiado (metanol, acetonitrilo...etc.). Estas técnicas 
presentan claras ventajas sobre la extraccion liquido-liquido al requérir una menor 
manipulaciôn de la muestra, y un menor consumo de disolventes organicos, suponiendo 
ademâs un ahorro en el tiempo total de anal is is.
En este apartado se estudian las posibilidades de las técnicas de extraccion en fase 
sôlida para el anâlisis de anfetaminas en muestras de orina, y posterior determinaciôn CLAR 
tratando de encontrar las condiciones mas favorables para el anâlisis. Este estudio se ha 
realizado para diversos tipos de rellenos octadecilo (C18), octilo (C8 ), etilo (C2), ciclohexilo 
(CH), fenilo (PH) y cianopropilo (CN), ensayados con anterioridad en el apartado de la 
determinaciôn extracto-espectrofotométrica. En aquella secciôn no se eligiô este procedimien­
to dado que la interferencia introducida por el blanco de orina era superior a la presentada 
por la extraccion liquido-liquido, sin embargo en este apartado al incluir una etapa de 
separaciôn, en principio, puede resultar ventajoso.
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Los compuestos ensayados han sido anfetamina, metanfetamina y /3-feniletilamina. 
En la eluciôn de la nuestra se ha utilizado una fase môvil (etanol : cloroformo : acetato de 
etilo:n-hexano 1:22:32:45), segûn las condiciones optimizadas con anterioridad. Los 
resultados obtenidos se comparan con los obtenidos mediante un procedimiento convencional 
de extraccion liquido-liquido (57).
3.6.4.1.- Extraccion liquido-liquido
Procedimiento experimental
Las muestras para el anâlisis han sido preparadas adicionando a 5.0 mL de orina 200 
(jlL  de una disoluciôn acuosa de concentraciôn 1 0 0  ^g/mL en cada una de las anfetaminas, 
de forma que la concentraciôn final en la muestra es de aproximadamente 4 /xg/mL.
El tratamiento de la muestra se realiza en medio bâsico, en este caso se anade a las 
muestras 0.1 mL de amoniaco concentrado por cada 5 mL de orina, con lo que el pH de la 
muestra es aproximadamente 10. A continuaciôn 2 mL de la muestra se extraen con 2 mL 
de n-hexano con agitaciôn mecânica, con posterior centrifugaciôn para eliminar la emulsiôn 
formada entre ambas fases. El procedimiento de extracciôn se realiza 3 veces, disponiendo 
al final de un volumen total de 6  mL al que se le adiciona 50 ^L  de una disoluciôn de EtOH- 
HCl (6 :1). Estos extractos son evaporados con rotavapor y el residuo obtenido es regenerado 
en 0.5 mL de agua destilada al que se anade 0.5 mL de bicarbonato (8 %) y 0.5 mL de 
reactivo NQS (0.5%). La mezcla résultante se calienta durante 20 minutos a 70°C, siendo 
posteriormente enfriada a temperatura ambiente durante 5 min. La mezcla se trata con 
cloroformo (utilizando el mismo volumen que el volumen de muestra 1.5 mL), agitaciôn 
mecânica durante 2 minutos y centrifugaciôn 5 minutos. Finalmente, se separan ambas fases, 
ahadiéndose sulfato sôdico anhidro a la disoluciôn orgânica, que es filtrada con un filtro de 
nylon de un diâmetro de poro 0.45 /xm (Tecknokroma) previamente a la inyecciôn de 25 /xL 
en la columna analitica.
Se han ensayado diferentes muestras de orina, siendo las condiciones cromatogrâficas 
las ya descritas con anterioridad: composiciôn de la fase môvil, EtOH:cloroformo:acetato de 
etilo:n-hexano(l:22:32:45); flujo de la fase môvil 2 mL/min; volumen de muestra inyectado, 
25 fjiL.
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El detector ha registrado el espectro del eluato entre 270 y 600 nm (cada 4 nm) a 
intervalles de 460 ms, tomando como longitud de onda de referenda 600 nm. Las longitudes 
de ondia de trabajo han sido 280 y 450 nm. Los ensayos se han realizado a temperatura 
ambiemte. El calcule de los porcentajes de analito recuperado en cada caso, se ha efectuado 
por cojmparaciôn entre las areas del analito obtenido después de la extracciôn, con el ârea 
corresppondiente para la misma concentraciôn en patrones. En las concentraciones de trabajo, 
las detterminaciones pueden hacerse simultaneamente para el conjunto de analitos.
Resultados y discusiôn
Extracciôn liquido-liquido
Los cromatogramas obtenidos para los blancos de orina tratados de acuerdo con el 
procediimiento de extracciôn liquido-liquido descrito aparecen el la Figura (59A) para las dos 
longituides de onda de trabajo. Estos cromatogramas muestran muy pocos picos correspon- 
dientess a compuestos endôgenos. El numéro de estas sustancias que pasan a la fase orgânica, 
que a ssu vez reaccionan con el NQS y que finalmente son extraidos en cloroformo son muy 
pocos,, obteniéndose blancos muy limpios en la zona donde son eluidos los compuestos de 
interéss. Por otra parte la mayoria de los constituyentes de la matriz presentan un absorciôn 
mayor: a menores longitudes de onda 254 nm, por lo que la interpretaciôn de los cromatogra­
mas obbtenidos para las muestras es mâs fâcil a 280 nm o 450 nm.
Bajo las condiciones cromatogrâficas establecidas, ninguno de los constituyentes de 
la mattriz es eluido en el mismo tiempo de retenciôn de los analitos estudiados, por lo que 
estos ppueden ser identificados sin dificultad, tal como se dériva de la observaciôn de la 
Figuraa 59, que muestra los cromatogramas de los blancos de orina y muestras de orina a las 
que sœ ha anadido la mezcla de analitos considerada.
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FIGURA 59. Cromatogramas obtenidos para blancos de orina y para muestras de orina con analitos con 
extracciôn liquido-liquido.
En la Tabla 34 aparecen los porcentajes de recuperaciôn de cada analito mediante 
extracciôn liquido-liquido.
Bajo estas condiciones de extracciôn tanto la anfetamina como la metanfetamina 
presentan porcentajes de recuperaciôn de aproximadamente 90%, sin embargo, la 
recuperaciôn de la /3-feniletilamina es bas tante menor 44 ± 8 . Por lo que este procedimiento 
es bastante efectivo para anfetamina y metanfetamina, no siendo demasiado apropiada para 
/5-feniletilamina.
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TA B LA  34. Eficiencias de la extraccion liquido-liquido.
(/ig /m L)
% Recuperaciôn
280 nm 450 nm
/j-fcnileiilamina Meianfeiatnina Anfciamina /3-fenileiilamina Metanfetamina Anfetamina |3-fenileiilamina Metanfetamina Anfetamina
2.66 98.4
5.33 93.0
8.00 78.0 76.0
10.66 82.8 82.8
13.30 81.1 87.5
3.5 8.00 44.7 87.8 44.6 91.5
3.5 10.66 41.3 84.9 40.3 88.9
3.5
5.03 5.03 5.03
48.2 ,38 .6 ,45 .3
,36.5
53.0
58.6
4 4 ± 8
81.7
87.4
86 ±6
89.3
98.7
43.5 ,37.4,45.1
50.7
58.4
4 4 ± 8
81.5
87.7
8 6 ± 5
85.3
95.3
3.6.4.2.- Extracciôn sôlido-liquido
3.6.4.2.I.- Estudio de los diferentes rellenos
Procedimiento Experimental
Al igual que en la extracciôn liquido-liquido el tratamiento de la muestra se realiza 
en medio bâsico, anadiéndose 0.1 mL de amoniaco concentrado por cada 5 mL de orina. En 
este caso la muestra de orina se centrifuga tomândose 2 mL del sobrenadante.
Se han utilizado columnas de extracciôn en fase sôlida de tipo Bond-Elut C18, C8 , 
C2, CH, PH y CN (Scharlau), con una capacidad de carga de 100 mg/mL. Estas columnas 
han sido activadas haciendo pasar 500 fiL  de metanol, y seguidamente 500 /xL de agua 
destilada para evitar el contacto directo del metanol con la muestra. A continuaciôn se eluyen 
2 mL de muestra de orina, y la matriz de la muestra es eliminada lavando con 2.5 mL de 
agua destilada. Los analitos retenidos en la columna son eluidos con 1.0 mL de metanol. A 
las disoluciones résultantes se les anade 50 /xL de una disoluciôn de EtOHiHCl (6:1), siendo 
posteriormente llevadas a sequedad, reconstituidas y filtradas antes de ser inyectadas. Para 
pasar los disolventes y las muestras a través de la columna se ha aplicado presiôn con una 
jeringa conectada a estas mediante un adaptador.
Una vez utilizadas, las columnas han sido regeneradas haciendo pasar 2 mL de 
metanol, y seguidamente 1 mL de agua, para eliminar los posibles compuestos de baja y alta 
polaridad, respectivamente, que hayan podido quedar retenidos.
El tratamiento posterior ha sido el mismo que en el caso de la extracciôn liquido- 
liquido (pagina 187).
Resultados y discusiôn
En la Figura 60A aparecen los cromatogramas a 280 nm obtenidos para blancos de 
orina al ser tratados en las diferentes columnas de extracciôn en fase sôlida. Se observa que 
independientemente de la columna utilizada en todos los casos los cromatogramas son 
similares, apareciendo blancos de orina bastante limpios y no mostrando picos a los tiempos 
de retenciôn que presentan los analitos, siendo equiparables a los obtenidos con extracciôn 
liquido-liquido.
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En la Figura 60B se muestran los cromatogramas a 280 nm obtenidos, para muestras 
de orina que contienen los analitos ensayados, en los distintos materiales utilizados en la 
extracciôn.
CN
3 0 0 - PH
CH200 -
a
u
œ C2
1 00 - C 8
C 18
0 -l;£: 
0 . 0 5 . 5
B
4 0 0 1
CN
3 0 0 PH
CH200
C2
100 C 8
C 18
0 . 0 5 . 5
T 1 me ( m i n .  ) T 1 me ( m i n .  )
FIGURA 60. Cromatogramas obtenidos para A) blancos de orina, B) muestas de orina con analitos con las 
diferentes columnas de extracciôn en fase sôlida.
Los porcentajes de analito recuperado en las distintas columnas examinadas aparecen 
en la Tabla 35. Como puede observarse, la reproducibilidad es similar a la obtenida mediante 
la extracciôn liquido-liquido, mientras que los porcentajes de recuperaciôn son mâs altos, 
especial mente para la /3-feniletilamina.
Al igual que ocurre para la matriz, no se observan grandes diferencias para los 
analitos entre la utilizaciôn de columnas con un tipo de relleno u otro. Por lo tanto 
independientemente de la polaridad de la columna los resultados son similares no existiendo 
diferencias significativas entre ellas. Solamente en el caso de la utilizaciôn de columnas de
192
mayor polaridad como cianopropilo CN se obtiene una baja recuperaciôn de la /3-feniletilami- 
na dado su mayor caracter polar, mientras que para la anfetamina y metanfetamina se 
obtienen recuperaciones similares a las obtenidas con las otras columnas.
TABLA 35. Eficiencias de la extracciôn en fase sôlida.
%Recuperaciôn
280 nm 450 nm
C O L U M N A (i-fenileiilamina Metanfeumina Anfetamina lâ-feniletilamina Metanfetamina Anfetamina
PH 92±1 8 3 ± 5 105±9 8 8 ± 4 7 8 ± 4 102±8
(n = 3 ) (n =  3) (n = 4 ) (n =  3) (n =  4) (n = 4 )
C8 8 5 ± 7 7 5 ± 7 9 5 ± 2 8 8 ± 3 8 4 ± 6 9 5 ± 6
(n = 4 ) (n = 4 ) (n =  3) (n =  3) (n =  3) (n= 3 )
C l 8 8 ± 5 8 5 ± 2 100±5 8 5 ± 5 8 6 ± 4 9 7 ± 5
(n =  4) (n =  3) (n =  3) (n = 3 ) (n =  3) (n= 4 )
CN 4 5 ± 4 83±1 9 1 ± 3 46±1 8 5 ± 3 93.5
(n =  2) (n = 2 ) (n =  2) (n =  3) (n =  3) (n=  1)
CH 8 7 ± 6 81±1 9 9 ± 7 8 2 ± 4 9 1 ± 8 9 6 ± 7
(n =  4) (n = 3 ) (n = 4 ) (n =  3) (n =  2) (n =  3)
C18 9 4 ± 7 8 0 ± 3 104±6 9 1 ± 7 8 4 ± 5 102±6
(n =  8) (n = 4 ) (n =  8) (n = 6 ) (n =  5) (n = 5)
En algunos casos para anfetamina se obtienen valores de recuperaciôn superiores al 
1 0 0 % debido a la contribuciôn de la serial analitica como ruido de fondo de los componentes 
de la matriz.
El empleo de columnas de extracciôn en fase sôlida proporciona resultados muy 
adecuados para la separaciôn de anfetaminas, en el tratamiento previo de las muestras de 
orina. Con empaquetamientos del tipo C l8 , C8 , C2, CH y PH, las recuperaciones de estos 
compuestos son superiores al 80% para los très analitos considerados, mejorândose la 
extracciôn de la /5-feniletilamina en relaciôn a la extracciôn liquido-liquido.
Tanto en la extracciôn liquido-liquido como en la extracciôn en fase sôlida, los 
blancos de orina obtenidos son igual mente limpios, no presentando picos a los tiempos de 
retenciôn de los productos de reacciôn amina-NQS.
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Por otra parte las técnicas de extracciôn en fase sôlida son mucho mâs râpidas, el 
tiempo total de tratamiento de muestra se reduce prâcticamente a la quinta parte del requerido 
si se lleva a cabo una extracciôn liquido-liquido.
3.6.4.2.2.- Influencia del pH y del disolvente de eluciôn utilizando extracciôn 
en fase sôlida
Segûn el procedimiento descrito por Farrell y col. (57) la muestra de orina es 
alcaHinizada con NaOH 5M a un pH =  11.4. y eluida utilizando una mezcla de cloroformo: iso- 
propanol (3:1), los mismos disolventes emplean Franceschini y col.(109) pero en proporciôn 
(3:2), sin embargo en este caso el pH de la orina es ajustado a 7. En base a la controversia 
existtente respecto al pH de la orina, se ha realizado un estudio de la influencia del pH en la 
extracciôn de las am inas en estudio. Del mismo modo, también se ha realizado un estudio 
comiparativo entre la utilizaciôn de cloroformo:isopropanol (3:1) y metanol como eluyentes 
de La muestra, estudiândose los volûmenes requeridos para la obtenciôn de las mayores 
porcentajes de recuperaciôn.
Procedimiento experimental
Se ha realizado un estudio de la influencia del pH de la orina entre 7 y 11.4, previo 
a la extracciôn de aminas. Para lo cual se anade la cantidad de NaOH 5 M necesaria para 
la nnodificaciôn del pH original de la misma. Posteriormente, estas muestras son sometidas 
a extracciôn sôlido-liquido utilizando un columna con relleno C18 de capacidad 200 mg/mL.
El procedimiento de extracciôn y derivatizaciôn a realizar, es el descrito anteriormente 
en el tratamiento de la muestra mediante extracciôn en fase sôlida. Los disolventes de eluciôn 
de la muestra han sido CHCI3 : isopropanol (3:1) en volûmenes de 2 y 4 mL, y MeOH 2 mL.
Resultados y discusiôn
En la Figura 61A se muestran los cromatogramas correspondientes a distintos blancos 
de orina a diferentes valores de pH, utilizando MeOH como disolvente de eluciôn. Como 
puede observarse, los blancos de orina se muestran limpios a valores de pH 7, 9 y 10. Sin 
embargo, en las condiciones indicadas por Farrell y col.(58) pH =  11.4 el cromatograma 
présenta un pico a un tiempo de retenciôn prôximo al tiempo de retenciôn correspondiente 
a la anfetamina (NQS-anfetamina), pudiendo por tanto interferir en la determinaciôn de la
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misma, por ello es recomendable la extracciôn de las aminas a pH inferiores. Cuando la 
eluciôn se realiza con CHCI3:isopropanol (3:1), se observa un comportamiento similar sin 
embargo el pico a 1^=3.2 , présenta un ârea menor indicando por tanto que bajo estas 
condiciones de extracciôn la interferencia es menor.
En relaciôn a las muestras de orina que contienen los analitos en estudio, se observa 
que a valores de pH 7, 9 y 10 el porcentaje de recuperaciôn para /3-feniletilamina y 
anfetamina es similar. Por el contrario, la metanfetamina présenta problemas de extracciôn 
a valores de pH inferiores a 10 independientemente del eluyente utilizado. En base a estos 
resultados, se concluye que la muestra de orina deberâ llevarse a un pH de 10 con el fin de 
aumentar el porcentaje de recuperaciôn de la metanfetamina y de aumentar la selectividad 
eliminado la interferencia de sustancias endôgenas de la orina que pueden ser extraidas a 
mayores valores de pH y en este caso puedan presentar solapamiento con la anfetamina.
2 5 0 -2 5 0
2 00 -200
1 5 0 -1 5 0
100 -100 p H  =  9
5 0 -5 0 -
p H " ? p H “ ?
0 . 0
FIGURA 61. Cromatogramas obtenidos a distintos valores de pH de la orina, extracciôn en columnas C18 y 
utilizando MeOH como disolvente de eluciôn. A) blancos de orina, B) muestras de orina con analitos.
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En relaciôn al volumen de eluyente necesario para la obtenciôn de una mayor 
recuperaciôn, se observa que en el caso de utilizar MeOH se requieren 2 mL de eluyente, 
mientras que para la mezcla HCI3:isopropanol (3:1) se han necesitado 4 mL para obtener los 
mismos porcentajes de recuperaciôn.
3.6.4.2.3.- Factores de recuperaciôn
Procedimiento experimental
La recuperaciôn de la anfetamina y metanfetamina en las condiciones propuestas se
ha determinado por comparaciôn entre las areas obtenidas en muestras de orina, con las 
obtenidas en la curva de calibrado correspond iente a una misma concentraciôn. Se han 
ensayado distintas concentraciones para cada analito comprendidas entre 0.6 y 12.5 /xg/mL.
Resultados y discusiôn
En la Tabla 36, se muestran los porcentajes de recuperaciôn obtenidos para diferentes 
concentraciones de anfetamina y metanfetamina utilizando los dos tipos de eluyentes 
anteriormente mencionados. Como puede observarse, independientemente del eluyente los 
porcentajes de recuperaciôn son similares. En ambos casos, para las concentraciones mas 
bajas de metanfetamina no siempre se han obtenido valores aceptables, siendo tal efecto 
independiente del tipo de eluyente utilizado. En la Tabla 37 se presentan las concentraciones 
obtenidas para anfetamina, metanfetamina y jS-feniletilamina en muestras de orina por 
sustituciôn del area en el calibrado correspondiente. Independientemente del eluyente 
utilizado, las concentraciones determinadas son similares a las concentraciones présentes en 
la muestra. Dichos resultados indican que se puede determinar la concentraciôn de anfetamina 
y metanfetamina en muestras de orina con un error menor al 1 0 %.
Se ha ensayado como patrôn interno la /3-feniletilamina. Al comparar las pend lentes 
de las curvas de calibrado obtenidas utilizando como senal analitica el cociente de senales 
analito/patrôn interno de patrones y muestras se obtienen porcentajes de recuperaciôn 
similares a los proporcionados en el caso de no utilizar patrôn interno.
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3.6.5.- Precision y exactitud
Procedimiento experimental
Se ensayaron diferentes muestras de orina a las cuales se les habia adicionado 
previamente sulfato de anfetamina, clorhidrato de metanfetamina y jS-feniletilamina, siendo 
la concentraciôn de estos analitos en la muestra de 5.03 /xg/mL. Las muestras fueron 
procesadas de acuerdo al procedimiento de extraccion en fase sôlida y derivatizaciôn descrito 
en la pagina 191.
Resultados y discusiôn
En la Tabla 38, se muestran las concentraciones de anfetamina y metanfetamina 
encontradas en muestras de orina mediante la utilizaciôn o no de patrôn interno ( /?- 
feniletilamina 5.03 /xg/mL). En ambos casos, se ha podido determinar la concentraciôn de 
anfetamina y metanfetamina présente en la muestra con errores menores del 10%. Sin 
embargo, la utilizaciôn del patrôn interno permite obtener una mayor precisiôn y exactitud 
en la determinaciôn de la concentraciôn. En la Tabla también se muestra de desviaciôn 
obtenida en medidas realizadas el mismo dia y en dias diferentes. En el primer caso los 
coeficientes de variaciôn oscilan entre 1.7 y 6.2, mientras que en el segundo varian en el 
intervalo 3.0 y 9.2.
3.6.6.- Limites de deteccion y cuantificaciôn
Procedimiento experimental
Se estimaron en primer lugar los limites de detecciôn a partir de muestras sintéticas 
disminuyendo progrès ivamente la concentraciôn de analito en las mezclas has ta obtener una 
senal 3 veces el ruido de fondo. De la misma forma pero con un umbral de 10 se han 
determinado los limites de cuantificaciôn. Seguidamente, se han anadido a diferentes muestras 
de orina cantidades de cada uno de los fârmacos considerados, reproduciendo las 
concentraciones correspondientes a los limites de detecciôn, corregidos por los porcentajes 
recuperados de cada analito en el procedimiento de preparaciôn de la muestra.
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TABLA 36. Porcentajes de recuperacidn obtenidos distintos eluyentes A) MeOH, B) ciorofomio:isopropanol (3:1). (BFN:|3-feniletilaniina, METinietanfetaniina, 
ANF:anfetaniina).
a^nadida (/^ ë^ l^L)
% Recuperaciôn
280 imi 450 nm
BFN MET ANE jS-feiiiletilamina Metanfetamina Anfetamina /3-feniletilamina Metanfetami­
na
Anfetamina
5.03 0.63 0.63
A B A B A B A B A B A B
91.1 99.0
91.5
58.6 69.2
52.2
128.0 108.0
104.9
89.4 97.8
88.4
50.9 56.0
31.5
92.2 103.5
80.0
2.52 2.52 98.4
93.4
95.7
8 8 . 0
81.1
79.2
75.8
73.9
99.8
95.1
1 0 1 . 1
93.6
96.7
93.6
90.4
85.2
80.9
77.6
71.9
61.9
91.9
87.5
88.5
87.3
5.03 5.03 90.4
89.0
73.5
90.8
80.9
78.1
84.0
84.4
105.1
95.6
78.8
107.2
89.1
76.3
6 8 . 6
61.2
81.9
6 6 . 0
79.8
76.6
100.7
89.2
92.2
80.6
8.81 8.81 92.5
85.3
90.8
85.9
84.3
80.4
8 6 . 6
84.8
106.7
105.2
115.6
108.2
92.0
85.6
84.9
73.4
80.4
79.3
8 8 . 2
59.2
106.9
105.3
109.1
83.1
12.58 12.58 93.5
84.3
1 0 1 . 0
94.7
61.4
53.1
76.6
48.8
104.3
1 0 0 . 0
105.5
98.1
90.3
85.6
93.2
91.1
55.8
53.8
80.5
53.9
105.6
101.4
103.6
99.6
TABLA 37. Concentraciones de antetaniina, metanfetamina y jS-feniletilamina obtenidos en muestras de orina. Eluciôn A) con MeOH, B) ciorofoniio:isopropanol (3:1). 
(BFN:j(î-feniletilamiiia, METrmetanfetamina, ANF:anfetamina).
Concentraciôn encontrada en muestras de orina anlicando la curva de calibrado con patrones
280 nm
Kl N M IT ANF d-feniletilamina Metanfetamina Anfetamina
A B A B A B
Con./ig/mL Er.(%) Con fdg/mL Er.(%) Con.^g/mL Er.(%) Con./ig/mL Er.(%) Con.ffg/mL Er.(%) Con.uc/mL br.(%)
5.03 0.63 0.63
5.00 -0.59 5.45
4.62
+ 7.75 
-8.15
0.44 -30.2 0.51
0.38
-19.0
-39.6
0.76 + 20.6 0.62
0.61
-1.59
-3.17
2.52 2.52 5.4 4-7.35 5.24 + 4.17 2.40 -4.76 2.20 -12.7 2.50 -0.79 2.44 -3.17
5.13 + 1.98 4.89 -2.78 2.30 -8.73 2.14 -15.0 2.38 -5.55 2.26 -10.3
5.03 5.03 4.96 -1.9 4.82 -4.17 4.80 -4.57 4.87 -3.18 5.29 + 5.16 5.20 + 3.59
4.43 -11.9 4.08 -18.88 4.60 -8.54 4.84 -3.77 4.82 -4.17 3.86 -------
8.81 8.81 5.07 + 0.79 5.05 + 0.39 8.70 -1.25 8.74 -0.79 9.43 + 7.03 9.86 + 11.9
4.68 -6.9 4.78 -4.97 8 30 -5.80 8.56 -2.33 9.31 + 5.67 9.22 + 4.65
12.58 12.58 5.13 + 1.98 5.61 + 11.53 9.00 -28.5 11.05 -12.16 13.2 + 4.93 12.87 + 2.31
4.62 -8.15 5.26 + 4.57 7.47 — 7.05 — 12.66 + 0.64 11.96 -4.93
TABLA 38. Concentraciôn de anfetamina y metanfetamina encontrada en muestras de orina mediante la 
utilizaciôn o no de S.I.
Concentraciôn enc ontrada en muestras de orina usando S.I(^ feniletilamina)
280 nm 450 nm
Anfetamina (5.03fig/mL) Metanfeumina(5.03/xg/mL) Anfeumina(5.03/ig/mL) Meunfeuminai 5.03Mg/mL)
Con./ig/mL Er.(%) Con./ig/mL Er.(%) Con. Mg/mL Er.(%) Con. Mg/mL Er.(%)
4.99 -0.79 4.99 -0.79 5.00 -0.59 4.84 -3.77
5.00 -0.59 4.90 -2.58 5.16 + 2.58 4.82 -4.17
5.23 + 3.98 5.10 + 1.39 5.00 -0.59 5.10 + 1.39
5 38 + 6.96 5.40 + 7.36 5.30 + 5.36 4.98 -0.99
4.99 -0.79 4.80 -4.57 5.03 0.00 4.70 -6.56
4.90 -2.58 5.34 + 6.16 5.45 + 8.35 5.26 + 4.57
5.03 0.00 4.95 -1.59 4.98 -0.99 4.15 -17.49
4.98 -0.99 4.90 -2.58 4.96 -1.39 4.35 • -13.51
5.07±0.13" 5.00±0.10* 5.05 ±0.09* 4.92±0.15*
5.06±0.15 5.05±0.21 5.11±0.18 4.78±0.37
Concentradtôn encontrada en muestras de orina sin utilizar el S.l
5.0'3 0.00 5.40 + 7.36 5.08 +0.99 5.00 -0.59
5.40 + 7.36 5.32 + 5.76 5.70 + 13.32 5.04 -0.19
5.6.0 + 11.33 5.50 + 9.34 5.65 + 12.32 5.40 + 7.35
4.9'8 -0.99 4.60 -8.54 5.07 +0.79 4.88 -2.98
5.4-1 + 7.55 4.50 -10.54 5.17 + 2.78 4.92 -2.19
5.6,0 + 11.33 4.80 -4.57 5.17 + 2.78 4.17 -17.09
5.1 4 + 2.19 4.37 -13.12 4.85 -3.58 4.40 -12.52
5.00 -0.59 4.63 -7.95 4.85 -3.58 4.50 -10.53
5.34±0.29- 5.41 ±0.09* 5.47±0.34* 5.15±0.22"
5.27±0.26 4.89±0.45 5.19±0.30 4.79±0.40
Resultados y discusiôn
Bajo las condiciones cromatogrâficas establecidas, todas las aminas estudiadas son 
identificables a 280 nm y 450 nm, los limites de detecciôn obtenidos han sido 2 ng y 5 ng, 
respectivamente. Estos resultados coinciden con los valores dados en la bibliografia (57), 
(58), Tabla 5. Los limites de cuantificaciôn han sido 7 y 17.5 ng a 280 y 450 nm.
3.6.7.- Conclusiones
De los resultados anteriormente expuestos se puede concluir que las condiciones 
ôptimas para el anâlisis de anfetamina y metanfetamina mediante cromatografia en fase 
normal (utilizando una columna LiChrosfer), son las que se resumen a continuaciôn:
Fase môvil:
Composiciôn: Etanol : cloroformo : acetato de etilo: n-hexano (1:22:32:45)
Flujo: 2 mL/min
Volumen de inyecciôn de muestra: 25 fiL
Detecciôn: 280 nm y 450 nm.
La modificaciôn en la proporciôn de EtOH permite disminuir los tiempos de 
retenciôn.
El empleo de columnas de extracciôn en fase sôlida proporciona buenos resultados 
en la determinaciôn de anfetamina y metanfetamina en muestras de orina utilizando CLAR 
en fase normal y NQS como agente de derivatizaciôn de aminas.
Con todas las columnas ensayadas se han obtenido buenos porcentajes de recupera­
ciôn, solamente con columnas CN no se ha alcanzado una separaciôn compléta de /3- 
feniletilamina. Para esta amina, la extracciôn en fase sôlida proporciona una recuperaciôn 
doble a la obtenida con extracciôn liquido-liquido en n-hexano, lo que es importante para la 
utilizaciôn de la misma como estândar interno.
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El pH Optimo de la orina (para efectuar la extracciôn) es de 10, dado que bajo estas 
condiciones se aumenta el porcentaje de recuperaciôn de los analitos y se reduce la 
interferencia de componentes endôgenos de la orina.
En relaciôn al disolvente de eluciôn de la muestra, tanto el metanol como la mezcla 
isopropanol:cloroformo (1:3) permiten obtener porcentajes de recuperaciôn de los analitos 
similares, con la salvedad de que el empleo de este ultimo eluyente requiere la utilizaciôn de 
un volumen superior.Los resultados obtenidos mediante este procedimiento presentan buena 
precisiôn y exactitud.
La extracciôn en fase sôlida es râpida (requiriendo cinco veces menos tiempo que la
extracciôn liquido-liquido), es simple y ha permitido obtener resultados satisfactorios para
las aminas estudiadas. Ademâs, una ûnica extracciôn es efectiva para todos los analitos.
Dadas las numerosas ventajas de este tipo de extracciôn sobre la extracciôn liquido-liquido
es preferible su utilizaciôn para el anâlisis de anfetamina y metanfetamina o sus mezclas bien 
para el anâlisis cuantitativo o de screening.
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4.- CONCLUSIONES GENERALES

Se han estudiado las variables expérimentales de la reacciôn entre fenilaminas y 1,2- 
naftoquinona 4-sulfonato pH, temperatura y tiempo de reacciôn, disolvente de extracciôn y 
concentraciôn de reactivo. De los resultados obtenidos se puede intuir que el reactivo en el 
medio de reacciôn expérimenta dos reacciones de sustituciôn del grupo sulfônico. Una de 
ellas se verifica aùn en ausencia de aminas y es debida a su sustituciôn por OH, de la 
segunda es responsable el grupo fenilamina.
Las condiciones mâs favorables para la determinaciôn de anfetamina son pH 7.5 
tampôn dihidrogeno-monohidrogenofosfato), calefacciôn a 70°C durante 30 minutos, ô pH 
10 (tampôn bicarbonato/carbonato), calefacciôn a 45®C durante 5 minutos, siendo estas 
ultimas condiciones las ôptimas para la determinaciôn de metanfetamina. La variable mâs 
importante para la determinaciôn de efedrina es el disolvente de extracciôn, dado el mayor 
carâcter polar del compuesto obtenido en referencia a los productos anfetamina-NQS y 
metanfetamina-NQS. En este caso se eligiô el alcohol isoamilico en vez de la mezcla n- 
hexano:acetato de etilo ( 1 : 1 ).
Se ha realizado un estudio comparativo de diversos tipos de tratamientos previos de 
muestras de orina, observândose que la extracciôn liquido-liquido con n-hexano ofrece 
mayores ventajas que el resto de procedimientos estudiados si no se incluye una etapa de 
separaciôn cromatogrâfica, dado que permite obtener porcentajes de recuperaciôn altos y una 
disminuciôn considerable del blanco de orina, permitiendo obtener limites de identificaciôn 
y cuantificaciôn menores.
Se han propuesto procedimientos extracto-espectrofotométricos para la determinaciôn 
de anfetamina y metanfetamina en muestras de orina en base a su reacciôn con NQS. Ambos 
procedimientos han sido estudiados quimiométricamente mediante la aplicaciôn de los 
métodos de Youden, adiciôn estandar y adiciôn estandar del punto H, observândose la 
inexistencia de errores sistemâticos proporcionales, sin embargo se evidencia la presencia de 
error sistemâtico constante introducido por la matriz de la muestra(TYB). Dicho error debe 
ser evaluado y corregido para la determinaciôn de los analitos exenta de error en las muestras 
de orina. El TYB puede ser calculado a partir del método de Youden o mediante el uso de 
un placebo como ha sido demostrado. En ambos casos, la concentraciôn de analito présente 
en la muestra puede ser determinada con errores relativos inferiores al 1 0 %.
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En el caso de la determinaciôn de metanfetamina también se ha contemplado la 
existencia de anfetamina en la muestra, los resultados obtenidos muestran que su presencia 
en la proporciôn normal en la que estâ como metabolito de la metanfetamina no introduce 
errores superiores al 1 0 %.
Se han demostrado las posibilidades del método de adiciôn estandar del punto H en 
la résolueiôn de dos componentes cuando ademâs esta présente el blanco total de Youden y 
también su capacidad para caracterizar posibles fuentes de error introducidos por blancos 
absorbentes. El método ha proporcionado buenos resultados en la determinaciôn conjunta de 
anfetamina y metanfetamina en muestras de orina. La bondad del método en la resoluciôn 
de problemas analiticos dificiles ha sido demostrada como es el caso que nos ocupa que reûne 
la presencia de interferente directo, TYB y similitud en la posiciôn de los mâximos de 
absorciôn de analito e interferente.
La reacciôn en estudio para el caso de la efedrina ha sido aplicada a la determinaciôn 
de este estimulante en preparados farmâcéuticos, no pudiendose extender a muestras de orina 
dado que el disolvente ôptimo de extracciôn es el alcohol isoamilico. En este disolvente el 
blanco de orina présenta una interferencia irresoluble, imposibilitando por tanto la 
determinaciôn de efedrina en fluidos biolôgicos. El método se ha aplicado a di versas 
formulaciones taies como colirios, soluciones nasales, comprimidos y jarabes, que presentan 
matrices muy diversas, obteniendo buenos resultados para todas ellas, a excepciôn de un 
jarabe. El procedimiento propuesto no requiere ningûn acondicionamiento previo de la 
muestra.
Se ha establecido un procedimiento cinético-espectrofotométrico en disoluciôn acuosa 
basado en la reacciôn en estudio y en presencia de triton X-100, que permite la solubilizaciôn 
de los productos de reacciôn y évita la etapa de extracciôn en el disolvente orgânico. Este 
método no es aplicable a muestras de orina pero si a preparados farmacéuticos. En este caso, 
los errores encontrados han sido inferiores al 4% para la determinaciôn de anfetamina y 
efedrina. Los resultados obtenidos han sido similares a los obtenidos procediendo de acuerdo 
al método extractivo-espectrofotométrico. Este método permite reducir el tiempo de anâlisis 
y élimina el consumo de disolventes orgânicos.
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El empleo de columnas de extracciôn en fase sôlida para el tratamiento previo de la 
muestra de orina proporciona buenos resultados en la determinaciôn de anfetamina y 
metanfetamina utilizando CLAR en fase normal y NQS como agente de derivatizaciôn de 
aminas. Con todas las columnas ensayadas (C18, C2, C8 , CH, PH) se han obtenido buenos 
porcentajes de recuperaciôn, solamente con columnas CN no se han obtenido buenos 
resultados para jg-feniletilamina. Para esta amina, la extracciôn en fase sôlida proporciona 
una recuperaciôn doble a la obtenida con extracciôn liquido-liquido en n-hexano, lo que es 
importante para la utilizaciôn de la misma como patrôn interno.
El pH ôptimo de la orina (para efectuar la extracciôn sôlido-liquido) es de 10, dado 
que bajo estas condiciones se aumenta el porcentaje de recuperaciôn de los analitos y se 
reduce la interferencia de componentes endôgenos de la orina. En relaciôn al disolvente de 
eluciôn de la muestra, tanto el metanol como la mezcla isopropanol:cloroformo (1:3) 
permiten obtener porcentajes de recuperaciôn de los analitos similares, con la salvedad de 
que el empleo de este ultimo eluyente requiere la utilizaciôn de un volumen superior.Los 
resultados obtenidos mediante este procedimiento presentan buena precisiôn y exactitud. Con 
este tipo de tratamiento previo se ahorra tiempo, una ûnica extracciôn es efectiva para todos 
los analitos. Dadas las numerosas ventajas de este tipo de extracciôn sobre la extracciôn 
liquido-liquido es preferible su utilizaciôn para el anâlisis de anfetamina y metanfetamina o 
sus mezclas bien para el anâlisis cuantitativo o de screening, siendo el primer paso para la 
automatizaciôn del anâlisis puesto que es facil de adaptar en linea al cromatôgrafo utilizando 
vâlvulas de conmutaciôn.
A continuaciôn se resume una tabla (Tabla 40) indicando los intervalos de 
concentraciôn y limites de detecciôn de los diferentes procedimientos propuestos, asi como 
el tipo de muestras ensayado y los analitos determinados.
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TAB LA  39. Resumen de las apiicaciones de detemiinaci6n de aminas con NQS.
Analito Muestra Procedimiento Intervalo dinâmico (/xg/mL) Limite de detecciôn (/xg/mL)
Efedrina Preparados farmacéuticos Extracto-colorimétrico 2.1-50 0.6
Cinético 6.7-50 2.0
Anfetamina Preparados farmacéuticos Cinético 10.6-50 3.2
Orina (5 mL) Extracto-colorimétrico 3.8-50 1.1
Orina (10 mL) Extracto-colorimétrico 1.9-30 0.6
Orina (2 mL) CLAR 7 ng (0.28-13.00) 2 ng (0.06)
Metanfetamina Orina (5 mL) Extracto-colorimétrico 2.9-50 0.9
Orina (2 mL) CLAR 7 ng (0.28-13.00) 2 ng (0.06)
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